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Nuestro equipo ha estudiado en los últimos años una amplia colección de 
linfomas tímicos inducidos con radiación γ en cepas susceptibles de ratón. En este 
estudio se realiza un análisis histológico y citológico, mediante citometría de flujo, para 
caracterizar las muestras tumorales que responden a las características de los linfomas 
linfoblásticos de tipo T. Aunque ya existen evidencias previas de la alteración en genes 
controladores del ciclo celular o la apoptosis, no existen datos suficientes sobre 
alteraciones en las moléculas de adhesión o en componentes de las vías de Wnt y de 
Hegdhog (Hh), que son imprescindibles para el control de la supervivencia y 
proliferación de los timocitos.   
Nuestros datos demuestran la inactivación epigenética de los genes de las 
caderinas E (Cdh1) y N (Cdh2), que se expresan esencialmente en la fracción 
estromática, contraviniendo la hipótesis del “intercambio de caderinas” descrito en 
tumores sólidos. Estos resultados, junto con la demostración de alteraciones 
morfológicas y de ejecución de programas apoptóticos de las células estromáticas, 
sugieren la importancia de las alteraciones en el micro-ambiente tímico (estroma) y no 
solamente en las células tumorales per se. El análisis comparativo de los patrones de 
expresión de componentes de las vías de Wnt y Hh demuestra que la sobre-expresión de 
Fosl1 y la disminución de Aes, en la fracción estromática de los tumores, podrían estar 
actuando en la misma línea, y pone de manifiesto nuevas alteraciones en los timocitos 
tumorales, como la sobre-expresión de  Wnt9a (y en una fracción de linfomas también 
del gen Wnt4) y la disminución de Apc, que podrían favorecer la sobre-expresión del 
oncogen c-Myc como consecuencia de la activación de la vía Wnt. En cuanto a la vía de 
Hedgehog, el hecho más significativo en nuestros tumores es la sobre-expresión de 
Smo, el único componente no-redundante de esta vía, en las dos fracciones celulares que 
podría estar facilitando la supervivencia de los linfocitos inmaduros tumorales, 
colaborando así con la ruta de Wnt.  


























During the last years, we have studied a large collection of γ-radiation-induced 
thymic lymphomas from susceptible mouse strains. In this study, we determine by 
histological and flow cytometry analyses that tumour samples are T-cell-lymphoblastic 
lymphomas. Some alterations in cell cycle or apoptosis genes have been implicated in 
the development of this kind of tumours. However, no evidence demonstrates 
alterations of adhesion molecules or members of Wnt and Hedghog (Hh) signalling 
pathways, which are essential for thymocyte survival and proliferation control.  
Here we demonstrate the epigenetic inactivation of E- (Cdh1) and N-cadherin 
(Cdh2) genes, expressed by thymic stromal cells. These results contradict the “cadherin 
switch” observed in solid tumours. On the other hand, we analyze transcriptional levels 
of members from Wnt and Hh signalling pathways. In thymic stromal cells, we show 
Fosl1 up-regulation and Aes down-regulation. These results, together with stromal cell 
morphological alterations and cellular death by apoptosis, suggest the importance of 
thymus-microenviroment disturbance in the development of these kind of tumours (i.e. 
the tumour-associated alterations are not in the tumour cells per se, but in the stromal 
cells). We show alterations in tumour thymocytes, Wnt9a (and Wnt4a in a fraction of 
lymphomas) up-regulation and Apc down-regulation, which could drive the Wnt 
pathway activation and the oncogene cMyc up-regulation. The most significant change 
in the Hh pathway is the up-regulation in both cell fractions of Smo, which might 
contribute to the survival of tumour immature thymocytes, and might cooperate with the 
effect on the Wnt pathway. 
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El término cáncer proviene de la palabra griega, karkinoma (y de su equivalente 
latino cancer), que daba nombre al proceso de crecimiento radial infiltrante de algunos 
tumores de mama  a modo del cuerpo de un cangrejo, acuñada por Hipócrates cuatro 
siglos antes de Cristo. 
 
En términos clínicos, el cáncer es un grupo de enfermedades (cáncer de pulmón, 
de estómago, de hígado, colorrectales, esofágicos, de páncreas, de vejiga, renal, 
hematológicos, de próstata, de mama, de cerviz, de ovario…) que se producen cuando 
hay un crecimiento masivo e incontrolado de células que han ido acumulando 
alteraciones genéticas a lo largo del tiempo, que dañan a otras  células o tejidos sanos, y 
que pueden llegar a impedir el funcionamiento normal del organismo en el que se 
desarrolla este proceso. 
 
En el año 2000, Douglas Hanahan y Robert A. Weinberg [1] propusieron seis 
características que podrían ser consideradas como eventos necesarios para el 
crecimiento maligno: 
 
+ 1. Aumento de estímulos  que promueven el crecimiento: disparo de la división 
celular debido al descontrol de las señales mitogénicas. 
† 
2. Insensibilidad ante señales antiproliferativas: se evitan estados de 
quiescencia y diferenciación. 
3. Evasión de la apoptosis: se permite la proliferación de células con daños 
irreparables. 
4.  Potencial replicativo ilimitado: células con un grado de alteración alto 
pueden evitar el estado de senescencia (bloqueo irreversible del crecimiento) 
y proliferar. 
5. Angiogénesis: capacidad de generar vasos sanguíneos que aporten el oxígeno 
y los nutrientes necesarios para la supervivencia del tumor. 
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6. Metástasis: capacidad de las células de masas cancerosas primarias de  
migrar a otros tejidos y generar nuevas colonias tumorales. 
 
Estos cambios son la manifestación de alteraciones de vías de comunicación 
entre las células y con su entorno (células vecinas o matriz extracelular) o de vías de 
señalización intracelulares, que afectan la interacción entre moléculas de una misma 
ruta o con otras relacionadas. Así, el comportamiento celular podría asemejarse al 
funcionamiento de un circuito integrado electrónico en términos de sus partes 
constituyentes (Figura 1), de modo que existen componentes interconectados que 








Figura 1. Circuito integrado de la célula. La información llega desde el exterior y del interior y es 
procesada por receptores y sensores respectivamente. La transmisión de señales se produce mediante 
interacciones entre las diferentes moléculas de las rutas correspondientes y la célula responde 
dividiéndose, muriendo, bloqueando la proliferación o diferenciándose. Los distintos símbolos indican los 
puntos en los que se pueden dar las diferentes alteraciones que rompen el equilibrio natural del sistema 
favoreciendo la aparición de un determinado tipo de cáncer. 
Modificado a partir de (Hanahan&Weinberg, 2000). 
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respuestas adecuadas mediante la expresión de genes concretos [2]. De este modo, las 
capacidades anteriormente mencionadas pueden ser adquiridas por diferentes 
mecanismos en cada caso: por cambios en las señales externas/receptores, por 
alteraciones en los componentes de las rutas que transmiten las señales desde los 
receptores activados por ligando o por disfunción de moléculas efectoras. 
 
A su vez, todos los cambios en las vías de señalización tienen su origen en 




Derivan de genes que promueven el crecimiento o inhiben la muerte celular o la 
parada del ciclo celular (proto-oncogenes). La mutación de los protooncogenes hacia 
oncogenes implica la activación constitutiva del gen o la activación en determinadas 
circunstancias bajo las que el gen inalterado no ejercería su función. 
 
2. Genes supresores de tumores 
Un gen supresor de tumor es aquel factor genético cuya inactivación impide a la 
célula detener su progresión a lo largo del ciclo celular, diferenciarse, permanecer 
latente o morir. La mutación de este tipo de genes reduce (o anula) la actividad del 
producto para el que codifica. 
 
3.  “Genes de estabilidad o Caretakers” 
Son genes implicados en reparación del ADN y su inactivación implica el 
aumento de las mutaciones en otros, es decir, favorecen la inestabilidad genética. 
 
4. Genes Modificadores 
Son genes que modulan la expresión fenotípica de las mutaciones en oncogenes 
o genes supresores de tumores. Pueden conferir resistencia o susceptibilidad al 
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desarrollo de un determinado tipo de cáncer, agravar o atenuar un determinado fenotipo 
tumoral e influir en la respuesta a tratamientos [94]. 
 
Los mecanismos généticos más frecuentes por los que se activan los oncogenes 
pueden ser translocaciones cromosómicas, amplificaciones de dosis génica o 
mutaciones intragénicas que afectan a residuos críticos en la actividad del producto del 
gen; y la inactivación de los genes supresores y los genes de reparación suele suceder 
mediante mutaciones sin sentido en residuos esenciales para su actividad, mutaciones 
que generan una proteína truncada o deleciones/inserciones de varios tamaños [3]. 
Además, la regulación epigenética contribuye junto a las alteraciones genéticas al 
desarrollo del cáncer. Mientras que la hipermetilación de secuencias promotoras de 
genes supresores de tumores promueve la tumorogénesis, la hipometilación global del 
genoma podría favorecer la expresión de oncogenes e inducir inestabilidad genómica 
[4]. 
 
En resumen, la tumorogénesis es un proceso multifásico que depende tanto de 
los cambios genéticos y epigenéticos adquiridos secuencialmente, como de las 
interacciones entre las células tumorales y sus vecinas normales, y cuya consecuencia es 
el desequilibrio entre los procesos de proliferación y muerte-senescencia que en 
definitiva, determinan el grado de crecimiento de un tumor concreto. Es importante 
tener en cuenta que una mutación concreta podría tener un efecto diferente en distintos 
tipos celulares e incluso en una misma clase de células [3]. De este modo la secuencia 
particular de cambios varía ampliamente incluso dentro del mismo tipo de tumores. 
Además, las respuestas de las células también se verán afectadas por el tipo de 
interacción entre ellas y con su ambiente externo. 
 
- 17 - 
Introducción 
2. Los linfomas 
 
En una revisión reciente de la Asociación Española Contra el Cáncer [98], se 
concluye que el cáncer es la tercera causa de muerte tras las enfermedades 
cardiovasculares y las infecciosas (Figura 2).  
Hombres Mujeres
Número de casos en m iles Número de casos en m iles
Figura 2. Tasas mundiales de mortalidad por cáncer en las poblaciones masculina y femenina. Los 
cánceres hematológicos son una causa de muerte relativamente frecuente, tanto entre hombres como entre 
mujeres. 
Modificado a partir de la revisión de las estadísticas de cáncer, por la Asociación Española Contra el 
Cáncer (11/7/2006).
 
Los cánceres hematológicos, entre los que se encuentran los linfomas, son el 
quinto y sexto tipo de cáncer que más muertes causa en hombres y mujeres 
respectivamente. Concretamente, el linfoma No Hodgkin ocupa los puestos undécimo y 
octavo entre los cánceres que afectan a la población masculina, en países desarrollados 
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y  menos desarrollados respectivamente; y el décimo y undécimo entre los que afectan a 
la población femenina, en las mismas condiciones. 
 
En España, el cáncer ya es la primera causa de mortalidad entre los hombres y la 
segunda entre las mujeres tras las enfermedades cardiovasculares: uno de cada tres 
hombres y una de cada cinco mujeres mueren por un cáncer (Figura 3). Los cánceres 
hematológicos son el cuarto tipo de tumores que afectan tanto a la población masculina 
como a la femenina. Y en concreto, los casos de muerte debidos a linfoma no Hodgkin 
han aumentado, mientras que las muertes debidas a Linfomas Hodgkin han descendido. 
 
igura 3. Tasas de mortalidad por cáncer en las poblaciones masculina y femenina en España. 
as estadísticas de cáncer, por la Asociación Española Contra el 
Hombres Mujeres
F
Existe un aumento en el número de casos de muerte provocados por LNH (linfoma no Hodgkin), tanto 
entre hombres como entre mujeres.
Modificado a partir de la revisión de l
Cáncer (11/7/2006).
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Por otro lado, el cáncer es la segunda causa de mortalidad infantil (edades entre 
1 y 14
Los linfomas son cánceres hematológicos porque derivan de células de la sangre 
(los lin
Los linfomas se pueden subdividir en: 
primera vez por el Dr. Thomas Hodgkin en 
- ás tipos. La clasificación 
 años), siendo los hematológicos (leucemias y linfomas) los que causan mayor 
número de muertes [97].  
 
focitos o células blancas), del tejido linfático que forma parte del sistema 
inmune. Existen dos tipos de linfocitos, los B y los T, originados en la médula ósea y en 
el timo respectivamente.  
 
- Linfoma de Hodgkin: descrito por 
1832 y caracterizado por la presencia de células tumorales anómalas 
particulares, denominadas de Reed Sternberg (apellidos de los médicos que las 
describieron en detalle por primera vez). 
Linfoma no Hodgkin: aquí se incluyen todos los dem
del linfoma no Hodgkin más reciente es la Revised Europen-American 
Lymphoma de la Organización Mundial de la Salud (REAL/WHO) y considera el 
lugar donde se asienta el tumor, la apariencia de las células, sus características 
cromosómicas y su bioquímica (evaluada por la presencia de ciertas moléculas 
en la superficie de las células B ó T). Concretamente, los linfomas humanos de 
tipo T se forman a partir de linfocitos T en diferentes etapas de su maduración y 
se pueden clasificar en dos grandes categorías: linfomas linfoblásticos de células 
precursoras (constituidos por timocitos inmaduros), y linfomas T periféricos 
(que se originan a partir de linfocitos post-tímicos maduros). Se trata de tumores 
relativamente poco frecuentes que representan el 10-20% de los linfomas no-
Hodgkin en los países occidentales. Los linfomas T suelen ser clínicamente muy 
agresivos, y tienen peores tasas de supervivencia y de respuesta al tratamiento 
que los de tipo B.  
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Por otro lado, su gran diversidad morfológica obliga a definir muchos subtipos 
clínicos; además, no hay buenos marcadores inmunofenotípicos de clonalidad y 
escasean los datos necesarios sobre las alteraciones genéticas implicadas en el 
desarrollo de los tumores.  
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3. El desarrollo de las  células T en el timo 
 
3.1  El timo 
 
El timo es un órgano linfoide primario que junto con la médula ósea, el bazo, los 
ganglios linfáticos y las amígdalas, forma parte del Sistema Inmune. Es esencial para la 
maduración de los linfocitos T y por tanto, para garantizar la respuesta inmunitaria que 
protege al organismo frente a los daños provocados por agentes exógenos [96]. 
El timo está formado por dos lóbulos unidos mediante tejido conjuntivo. Cada 
uno de ellos está recubierto, a su vez,  por una cápsula fina de tejido conjuntivo laxo y 
subdividido, por septos mesenquimales, en lobulillos que contienen dos regiones 
claramente diferenciadas histológicamente: corteza (periférica), cuyo componente 
mayoritario son los timocitos (linfocitos tímicos) en distintos estadios de maduración;  y 





Figura 4. Sección de timo de ratón. Tinción con Hematosilina&Eosina, mediante la cual se pueden 
apreciar las zonas de corteza y médula en un lobulillo. 
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El estroma tímico está compuesto principalmente por células epiteliales 
corticales y medulares, además de fibroblastos mesenquimales, macrófagos, células 
endoteliales, dendríticas, neuroendocrinas y células troncales [5] . Este conjunto forma 
una red tridimensional, que no sólo dota de soporte físico a los timocitos, sino que 
además, debido a la secreción de factores de crecimiento y a los contactos célula-célula 




Figura 5. Esquema del proceso de maduración de los timocitos en el timo. El programa de 
diferenciación de los timocitos comienza cuando las células precursoras entran en el órgano a través de 
los vasos sanguíneos situados en la zona de transición corteza-médula. En su paso a través de la corteza y 
hasta la médula, los timocitos interaccionan con las células estromáticas que determinan el paso de un 
estadio de maduración al siguiente. DN: dobles negativos; DP: dobles positivos; CEC: Células Epiteliales 
Corticales; Fb: Fibroblastos; Mf: Macrófagos; CEM: Células Epiteliales Medulares. 
 
La diferenciación de los timocitos es necesaria para que células inmaduras se 
especialicen en el reconocimiento de las moléculas propias del organismo y reaccionen 
ante otras extrañas que puedan constituir una amenaza. La maduración comienza 
cuando los precursores hematopoiéticos migran desde la médula ósea y entran en el 
timo (atraídos mediante procesos quimiotácticos), a través de los vasos sanguíneos en la 
zona de unión cortico-medular. A partir de este momento, su paso desde las regiones 
más periféricas de la corteza hasta la zona medular implica interacciones con las 
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diferentes células estromáticas, que determinan la transición de un estadio de 
maduración al siguiente [7]. El resultado de este delicado programa es la salida hacia los 
compartimentos linfáticos periféricos, únicamente de los timocitos competentes con 
fenotipos maduros [8] (Figura 5). 
 
La expresión de marcadores de membrana específicos, principalmente los co-
receptores CD4 y CD8, permite definir distintas poblaciones de timocitos según su 
estadio de maduración en ratón (existen algunas diferencias entre humano y ratón) 
(Figura 6): 
 
DN1 DN2 DN3 DN4 ISP 
CD8 
DP 
Selección β Selección Positiva Selección Negativa 




Figura 6. Esquema de marcadores de células T en ratones y el ser humano. Se indican los principales 
puntos de control en el desarrollo de timocitos de ratón.  
Modificado a partir de (Weerkamp et al, 2006). 
 
- población doble negativa (DN), cuando no se expresan los marcadores CD4 y 
CD8, representa el estadio de mayor inmadurez. Esta población se puede 
subdividir a su vez en DN1, DN2, DN3 y DN4, según presencia/ausencia de los 
marcadores CD44 y CD25: CD44+CD25-, CD44+CD25+, CD44-CD25+ y CD44-
CD25- respectivamente. 
- población simple positiva CD8+ inmadura (SPI CD8+), cuando las células pasan 
de DN a DP expresan primero el marcador CD8, que define este estadio de 
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transición. 
- población doble positiva (DP), cuando se localizan en la superficie celular CD4 
y CD8. 
- población simple positiva CD4+ (SP CD4+), cuando las células expresan CD4. 
- población simple positiva CD8+ (SP CD8+), cuando las células expresan CD8. 
 
De hecho, la expresión de los marcadores CD4 y CD8 está determinada por la 
expresión de un complejo denominado TCR por sus siglas en inglés (T cell receptor), 
característico y exclusivo de los linfocitos T [9]. El complejo TCR, implicado en el 
reconocimiento de moléculas diversas que permite al linfocito reaccionar frente a 
antígenos extraños, está formado mayoritariamente por las cadenas TCRα y TCRβ que 
se expresan en distintos momentos del programa de desarrollo de los timocitos y marcan 
puntos de control del mismo. Así, la selección  β se da en el paso de DN3 a DN4, 
cuando la expresión del complejo pre-TCR, formado por una cadena TCRβ productiva 
unida a una cadena denominada pre-TCRα no productiva y asociado al complejo CD3, 
induce la proliferación de estas células. La expresión de este complejo induce, a su vez 
la expresión de los marcadores CD4 y CD8. Finalmente, cuando se expresa el complejo 
TCRαβ (cadena TCRα productiva asociada con una TCRβ ya seleccionada) en la 
población DP, se dan los procesos de selección negativa y positiva que dependen de 
las interacciones de estos timocitos con las células epiteliales estromáticas. De este 
modo, las células cuyo TCR reconoce el MHC (de sus siglas en inglés major 
histocompatibility complex) propio con alta afinidad se eliminan mediante apoptosis 
(selección negativa), mientras las células con receptores que reconocen el MHC con 
afinidad intermedia son rescatadas de la apoptosis (selección positiva), y se diferencian 
como SP CD4+ si han reconocido un MHC de tipo II o como SP CD8+ si el 
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3.2. Vías de señalización implicadas 
 
En el timo conviven procesos como la diferenciación de células inmaduras, el 
mantenimiento de poblaciones de células troncales, la proliferación de poblaciones 
seleccionadas y la apoptosis. Tales eventos están gobernados por diferentes vías de 
señalización, entre las que se encuentran tres específicas y altamente conservadas: la vía 
de Notch, la de Hedghog y la de Wnt.  
  
3.2.1. La vía de Notch 
 
Las células troncales hematopoiéticas (HSCs, de las siglas en inglés hematopoietic stem 
cells) podrían estar ya comprometidas con el linaje de células T antes de llegar al timo 
(ETPs, de las siglas en inglés early thymocyte progenitors). Una vez allí, la señalización 
de Notch, con la intervención específica de Notch1, permite que la diferenciación de 
células T culmine al mismo tiempo que se  inhibe el desarrollo de células B [10].  
De hecho nuestro equipo ha demostrado que la sobre-expresión de Notch1 está 
relacionada con el desarrollo de linfomas tímicos inducidos con radiación γ [11]. 
 
3.2.2. La vía de Hedgehog 
 
Las células ETPs deben proliferar antes de seguir el programa de maduración, 
para poder generar los 100-200 millones de timocitos que caracterizan un timo adulto de 
ratón [12], pues al entrar en el timo su número es muy reducido: se calcula que entra 
una sola célula al día [13]; además, en determinados puntos de control esenciales como 
la selección β también es necesario que se den eventos de división celular. Parece que 
las rutas de Hedghog y Wnt proporcionan las señales proliferativas necesarias. 
 
En cuanto a la vía de Hedgehog, la familia de proteínas Hedghog (Hh) está 
formada por tres miembros: Sonic-Hh (Shh), Indian-Hh (Ihh) y Desert-Hh que disparan 
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esta vía al unirse a su receptor de membrana Patched (Ptc). Es entonces cuando la 
molécula Smoothened (Smo), también localizada en la superficie celular, transmite la 
señal al interior celular y los factores de transcripción de la familia Gli (Gli1, Gli2 y 











Figura 7. Vía Hh. En ausencia de su ligando, Ptc inhibe la capacidad de Smo de translucir la señal. Sin 
embargo, cuando el ligando Shh se une al receptor los factores de transcripción Gli son activados a través 
de Smo. 
(Varas et al, 2006). 
 
  
En el timo, se sabe que la proteína Shh es producida por el epitelio tímico, 
mientras que Ihh se asocia con los vasos sanguíneos de la médula. Por otro lado, el gen 
Smo, que se expresa en ETPs, tiene sus niveles de expresión restringidos a los timocitos 
DN, siendo las DN2 las que lo expresan en mayor cantidad, disminuyendo gradualmente 
en DN3 y DN4 hasta ser casi inapreciable en DP (Figura 10). La ausencia de Smo 
implica atrofia tímica, debida a la disminución de las poblaciones DN y DP, por tanto la 
función del producto de este gen es fundamental para la proliferación de los timocitos. 
Ptc, Gli1 y Gli2 siguen un patrón de expresión parecido al de Smo, sugiriendo que la 
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3.2.3. La vía de Wnt 
 
Las vías de señalización de WNT proporcionan señales proliferativas para la 
mayoría de las células inmaduras progenitoras en los linajes T, B y de auto-renovación 
para las Células Troncales Hematopoyéticas (HSCs). 
 
En los mamíferos se han descrito unas 20 glicoproteínas Wnt agrupadas en 12 
subfamilias. Al unirse a su receptor Frizzled (Fz), localizado junto con su co-receptor 
LPR (de las siglas en inglés lipoprotein receptor-related proteins), puede activar tres 
vías diferentes de señalización: la canónica (vía Wnt/β-catenina), la no canónica 
Wnt/Ca2+ y la no canónica PCP (de la siglas en inglés planar cell polarity) [15]. 
Únicamente se ha prestado atención a la vía canónica por ser la que mayor implicación 
tiene en el sistema hematopoiético. 
  
Brevemente, cuando se une un ligando Wnt al complejo receptor se activa la 
proteína citoplasmática Dishevelled (Dsh) que inhibe a la quinasa glicógeno sintasa 
GSK3β (de sus siglas en inglés glycogen synthase kinase) y, por tanto, también inhibe el 
marcaje mediante fosforilación de la β-catenina para su degradación. Esta proteína se 
acumula en el citoplasma y se transloca al núcleo, donde se une a factores de 
transcripción como TCF (de sus siglas en inglés T cell factor) o LEF (de sus siglas en 
inglés lymphocyte-enhancer-binding factor) y promueve la expresión de genes 
implicados en proliferación, desarrollo o diferenciación (Figura 8). 


















Figura 8. Vía Canónica de Wnt. (a) En ausencia de señales Wnt, GSK3β interacciona con los productos 
de los genes Apc y con un a molécula denominada Axin, formando el complejo de degradación  que 
media la fosforilación de la β-catenina, junto con la proteína CK1. La β-catenina fosforilada es 
reconocida por otra proteína y pasa a ser de ubiquitinizada y posteriormente degradada en el proteosoma. 
En el núcleo, los factores de transcripción de unión a ADN que son dianas de β-catenina, están unidos a 
represores como Groucho (GRG) que les impiden ejecutar su función. (b) Cuando el ligando Wnt activa 




En el timo, se ha demostrado la expresión de Wnt1, Wnt3, Wnt4, Wnt5b y 
Wnt10b en timocitos inmaduros, comportándose como factores de crecimiento en los 
timocitos DN WNT1 y WNT4 [16, 17]; pero parece que la fuente principal de proteínas 
WNT son las células epiteliales del estroma ( Figura 10) [18], [19].  
Respecto del papel desempeñado en el desarrollo de células T por la β-catenina 
existe controversia: en algunos casos la ausencia de esta proteína no impide el 
desarrollo de SP, pero sí influye en la disminución de la celularidad [20], [21] y en otros 
casos se detiene el desarrollo de células T [22].  
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En cuanto a los factores de transcripción, Tcf1 parece esencial para las primeras 
etapas del desarrollo de los timocitos, mientras que Lef1 parece estar más implicado en 
el desarrollo de células B. Los ratones deficientes en TCF1 muestran una disminución 
en el número de timocitos DN y un bloqueo en la transición DN-ISP [18], lo que sugiere 
que la vía de Wnt, al igual que la de Hedghog, controla esencialmente los índices de 
celularidad en el timo (aunque no se podría descartar de forma absoluta su participación 
en algunas etapas del proceso de diferenciación de los timocitos). 
  
3.2.4. El papel de las uniones adherentes 
 
Además de su participación esencial en la vía canónica de señalización de Wnt, 
la β-catenina puede desempeñar un importante papel como componente de las Uniones 
Adherentes entre células epiteliales, al unirse al extremo carboxilo de caderinas clásicas 











Figura 9. Esquema de los dos conjuntos de β-actina disponibles en la célula. Parece que las moléculas 
de β-actina recién sintetizadas saturan primero la fracción de proteína que forma parte de las uniones 
adherentes. El exceso de β-actina citoplasmática libre sería degradado por el complejo de degradación o 
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Se ha descrito la expresión de E-caderina en las células epiteliales del estroma 
tímico y en timocitos inmaduros DN, específicamente en estadio DN3 (Figura 10) [23]. 
Si se interrumpen las interacciones homotípicas entre E-caderinas, se produce una 
disminución en el número de células DP con un incremento en el de DN [24].  
 
Si hay cambios en los niveles de expresión de caderinas en el timo de nuestros 
ratones, se podría ver afectada a la cantidad de β-catenina libre en el citoplasma, ya que  
las moléculas de β-catenina recién sintetizadas saturarían primero el “pool” que forma 
parte de las Uniones Adherentes (que nunca sería utilizado en la vía de señalización), 
mientras el exceso de proteína libre en el citoplasma sería degradado por el complejo 
APC o salvado de su degradación por la activación de la vía canónica de señalización 
Wnt con las correspondientes consecuencias en el control de los procesos de 




PROLIFERACIÓN Wnt Wnt Wnt Wnt Estroma 
ECD ECD ECD ECD ECD ECD ECD 
Smo, Ptch, Gli1 y Gli2 
 
Figura 10. Esquema de la expresión de algunas moléculas de las vías de Hh y Wnt en el timo de 
ratón. Los ligandos de ambas rutas, junto con la E-caderina son expresados por células epiteliales del 
estroma tímico. Los estudios de expresión realizados demuestran que los niveles más altos de expresión 
de Smo, Ptc, Gli1 y Gli2 aparecen en DN2 y empiezan a decaer en DN3. Los timocitos DN expresan E-
caderina, cuyos niveles de expresión mayores se encuentran en DN3. 
Modificado a partir de (Varas et al, 2006). 
 
ECD ECD 
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4. Alteraciones génicas en linfomas tímicos de ratón 
 
Nuestro equipo ha demostrado alteraciones específicas en los genes p15/INK4b, 
p16/INK4a, p73, Pten, Fas/Cd95, c-Myc, Notch1, Notch2 e Ikaros  en una fracción muy 
significativa de los tumores [11, 26-31]. Recientemente hemos encontrado evidencias 
del papel oncogénico de p21 en este tipo de linfomas [32]. 
 
El proto-oncogen c-Myc (junto con Wnt1) se localiza en el cromosoma 15 de ratón, 
cuya trisomía se ha descrito como un hecho frecuente y característico en estos tumores 
[33].  Además, al igual que ciclina D1, c-Myc es uno de los genes diana de la vía de 
señalización de Wnt [30], [99]. 
 
Sin embargo, a pesar de las implicaciones comentadas de las vías de Wnt y de 
Hedgehog en los procesos de diferenciación, supervivencia y proliferación de los 
timocitos, no se han descrito hasta la fecha alteraciones en ninguno de los componentes 
de estas vías en los linfomas linfoblásticos. Tampoco se sabe nada sobre el papel de las 
caderinas clásicas aunque, como se ha comentado, todos aquellos procesos dependen en 
gran medida de las interacciones entre timocitos y células estromáticas para crear un 
micro-ambiente adecuado. 
 
 En esta tesis se han abordado estos aspectos, poniéndose de manifiesto el 
silenciamiento epigenético de las proteínas de adhesión caderinas E y N, y 
describiéndose alteraciones significativas en algunos componentes de las vías de 
Hedghog y Wnt. 

















Los linfomas tímicos inducidos en cepas susceptibles de ratón con radiaciones 
ionizantes constituyen un grupo heterogéneo de linfomas T, caracterizados por la 
acumulación de timocitos inmaduros en el espacio intratímico. Nuestro equipo ha 
estudiado en los últimos años una amplia colección de este tipo de linfomas, inducidos 
en cepas susceptibles de ratón, demostrando numerosas alteraciones génicas implicadas 
en la proliferación de timocitos de los que se desconocía su estadio de maduración. 
Como se ha comentado, las vías de Notch, Wnt y Hedghog son vías de señalización 
altamente conservadas a lo largo de la evolución, implicadas en el control de la 
supervivencia, proliferación y diferenciación de los timocitos. Nuestro equipo ha 
demostrado ya, entre otras, alteraciones en la vía de Notch y ha descrito la sobre-
expresión frecuente del oncogen c-Myc [11] que, junto con el locus de Wnt1,  se localiza 
en el cromosoma 15, cuya trisomía es un hecho frecuente en este tipo de tumores.  
 
Por tanto, los objetivos principales de esta tesis han sido: 
 
1. El análisis histológico y citológico de muestras de timos de ratones no tratados  
y de muestras obtenidas mediante distintos tratamientos específicos con 
radiación-γ, para determinar el estadio de maduración de los timocitos tumorales 
y para demostrar nuevas alteraciones fenotípicas. 
2. El análisis de los patrones de expresión de los genes que codifican para las 
caderinas clásicas E y N, para  determinar su posible implicación en el desarrollo 
de estos tumores. 
3. El análisis comparativo de los perfiles de expresión  de genes que definen las 
vías de señalización de Wnt y de Hedgehog en fracciones celulares separadas 
(células estromáticas y timocitos), para poner de manifiesto nuevos cambios 
significativos en alguno de esos componentes, valorando la importancia del 
microambiente tímico en este tipo de linfomas.  
 























































                  Análisis histológico y citológico de muestras obtenidas 
tras tratamientos con radiación γ específicos
 
Resultados: Objetivo 1 
1. 1.  Clasificación de muestras: modelo animal y tratamientos 
 
El análisis genético de cualquier proceso cancerígeno en la especie humana 
cuenta con la imposibilidad de controlar todas las variables que influyen en su origen y 
desarrollo. Por ello, los modelos animales  (especialmente los desarrollados en el ratón) 
constituyen una herramienta necesaria para este tipo de estudio [100]. Entre sus 
numerosas ventajas destacan las posibilidades de: 
 
a) reducir la variabilidad entre individuos gracias a la generación de animales 
genéticamente idénticos, que conforman las denominadas cepas consanguíneas o inbred 
b) generar neoplasias concretas en un elevado número de individuos de forma 
relativamente fácil y rápida, debido a la existencia de protocolos específicos de 
inducción de tumores, a que son animales de pequeño tamaño, y a que tienen camadas 
numerosas y periodos de gestación (21 días) y vida (2-3 años) cortos. 
c) conocer la función y la importancia de genes concretos en distintos procesos, 
desde el desarrollo embrionario hasta la tumorogénesis,  gracias al conocimiento de su 
genoma y a la disponibilidad de embriones, líneas celulares derivadas y ratones 
genéticamente manipulados.  
d) extrapolar los resultados obtenidos en el modelo a la especie humana por la 
existencia de mapas de ortología.  
 
En este estudio se han utilizado ratones pertenecientes a las cepas consanguíneas 
C57BL/6J y BALB/cJ ya que, además de lo anteriormente expuesto, muestran una alta 
susceptibilidad al desarrollo de linfomas tímicos inducidos con radiación γ [34, 35].  
 
La radiación γ es un agente físico de alto potencial mutagénico. Se trata de un 
tipo de radiación electromagnética que puede ser producida por isótopos inestables 
radiactivos como el 137Cs.  Al desintegrarse, estos compuestos liberan la energía 
suficiente como para eliminar completamente un electrón de la órbita de un átomo o 
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Resultados: Objetivo 1 
molécula (ionizarlo), rompiendo enlaces atómicos [101]. Por tanto, la radiación γ es 
capaz de inducir cambios físicos-químicos en las células que provocan una amplia gama 
de efectos a corto o a largo plazo. Como ejemplos del primer caso se incluirían la 
generación de roturas o formación de enlaces covalentes entre nucleótidos de las 
cadenas de ADN; y del segundo, alteraciones de tipo epigenético y de comunicación 
celular [36], inestabilidad genómica de las células descendientes de las irradiadas o 
muerte celular [37], que sucederían por la acumulación de radicales libres reactivos. De 
un modo u otro, la pérdida de información genética, la generación de mutaciones 
génicas y cromosómicas, la alteración de procesos de reparación, replicación y 
expresión conducen a un desarrollo celular anormal y eventualmente a la formación de 
tumores.  
 
Los tratamientos administrados a ratones de las cepas susceptibles anteriormente 
mencionadas, basados en la aplicación de diferentes dosis de radiación y periodos de 
latencia optimizados, resultan en fenotipos distintos y clasificables (Tabla 1). La 
administración de 7 Gy de radiación en dosis semanales de 1,75 Gy conlleva el 
desarrollo de linfomas tímicos (LT) dentro de un periodo de latencia de 13 a 25 semanas 
en una alta fracción de ratones tratados [38]. La incidencia de este tipo de tumores en 
individuos de la cepa C57BL/6J es de un 73,4% [39], y en los híbridos F1 (C57BL/6J x 
BALB/c) de un 68,85%, según los últimos datos obtenidos en nuestro laboratorio. Sin 
embargo, también hay un porcentaje de animales que no desarrollan tumores a pesar de 
sufrir este tratamiento específico (No LT).  
 
    Los criterios utilizados para la identificación de los linfomas tímicos se basaron 
inicialmente en la determinación del peso del timo. De este modo, tomando como 
referencia investigaciones anteriores [38], se consideraron LT todas las muestras con un 
peso superior a 100 mg. Por otro lado, se agruparon como No LT todas aquellas 
muestras cuyo peso fuese siempre inferior a 72 mg, ya que éste fue el peso máximo del 
timo alcanzado por ratones de 36 semanas que no fueron sometidos a tratamiento con  
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Tabla I. Grupos muestrales según tratamiento administrado y presencia/ausencia de linfoma tímico. Ctrl*, grupo control 
formado por individuos de 4-5 semanas de edad no irradiados. LT, individuos que generaron linfoma tímico, entre las semanas 13 
y 25 del periodo de latencia (†), tras recibir cuatro dosis de 1,75 Gy. No LT, animales que no desarrollaron linfomas tímicos tras 
un tratamiento similar al del grupo con fenotipo LT, en un periodo de latencia de 25 semanas. DU, ratones sometidos a una única 
dosis de irradiación de 1,75 Gy y sacrificados tras 24 horas. N, número de animales analizados. PT mín - máx, valores mínimo y 
máximo de pesos de timos. PT medio, promedio de pesos tímicos.
Tratamiento † Fenotipo N PTmín – max PT medio
Sin tratamiento - Ctrl* 21 64,7 - 86,4 mg 75,22 mg± 6,8623
13-25 sem LT 65 120 - 1664 mg 543 mg± 342,3537
25 sem No LT 33 0 - 72 mg 36,06 mg± 16,9539
1,75 Gy (x1) 24 h DU 20 10,8 - 66,2 mg 35,36 mg± 13,0586
1,75 Gy (x4)
Figura R1-1. Anatomía de individuos representativos de cada grupo muestral. A, Individuo control. B, Individuo con linfoma 
tímico y diversos órganos afectados (hepatomegalia, esplenomegalis y adenopatía, cabezas de flecha). C, Individuo representativo del 
grupo que no desarrolló linfoma pasadas 25 semanas tras tratamiento de dosis sucesivas y de animales tratados con dosis única. El timo 
(flechas) de animales con linfoma tímico es mayor que el de ratones control, mientras que los ratones tratados, tanto con dosis 
fraccionada que no desarrollaron linfoma como con dosis única, presentan una disminución de la glándula.
A CB
Resultados: Objetivo 1 
dosis fraccionadas de radiación. 
Para evaluar el efecto a corto plazo de la radiación se analizó el timo de ratones 
que fueron sometidos a una única dosis de 1,75 Gy y se sacrificaron 24 horas después 
(DU).  
Otra fracción de individuos de cuatro semanas que no fueron tratados se 
utilizaron como controles (Ctrl).  
 
Las necropsias realizadas de modo rutinario en todos los ratones evidenciaron 
que el agrandamiento del timo en los linfomas (peso medio de 543 mg ± 342,3537) solía 
presentarse acompañado por hepatomegalia, esplenomegalia, adenopatías (ganglios 
linfáticos hipertrofiados) y /o infiltraciones renales (Figura R1-1B). Por el contrario, 
tanto los individuos que no desarrollaron linfoma tímico tras aplicación de dosis 
fraccionadas de radiación, como los tratados con dosis única (Figura R1-1C), tenían un 
aspecto muy parecido al de los controles (Figura R1-1A) pero presentan como 
diferencia más llamativa la disminución del peso medio del timo (36,06 mg ± 16,9539 y 
35,36 mg ± 13,0586, en cada caso) respecto del grupo control (75,22 mg ± 6,8623) 
(regresión tímica).  
 
1.2.  Análisis  Histológico  
 
1.2.1.  Alteraciones morfológicas generales 
 
El análisis histológico se realizó en secciones teñidas con Hematoxilina&Eosina, 
pertenecientes a timos completos de un mínimo de tres individuos en cada uno de los 
grupos. 
 
En las muestras de ratones control (Figura R1-2A) se apreció una buena 
demarcación cortico-medular, con zonas bien definidas de corteza y médula. En la 
periferia los timocitos son más numerosos y están densamente empaquetados, lo que 
contribuye a la intensa basofilia en esta región. En el centro de los lobulillos los  
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Figura R1-2. Secciones histológicas representativas de cada grupo de muestras. A, Timo control 
(procedente de un ratón no irradiado) con estructura típica del órgano. B, LT con alto grado de 
desorganización C, No LT con zonas menos intensamente teñidas (flechas) que se corresponden con 
regiones similares a la médula del timo de individuos control. D, DU con patrón de tinción inverso 








Resultados: Objetivo 1 
timocitos son más escasos y las células epiteliales con abundante citoplasma eosinófilo 
son más prominentes, lo que implica una tinción más tenue. 
 
Tanto los linfomas tímicos (Figura R1-2B) como los timos de individuos 
sometidos al mismo tratamiento que no desarrollaron este tipo de tumor (Figura R1-
2C), presentaron una desorganización estructural llamativa con una mala diferenciación 
cortico-medular. En el caso de este último grupo, en algunas ocasiones se observaron 
acúmulos pálidos (flechas), con una tinción semejante a la de las zonas medulares de los 
timos control. 
 
Al irradiar los ratones con una dosis única (Figura R1-2D) el patrón normal de 
corteza intensamente teñida y médula más pálida se invierte, debido a la muerte celular 
masiva por apoptosis, que resulta más evidente en zonas más periféricas, acompañada 
por falta de inflamación y disminución del tamaño de la glándula [40-42]. Como se 
muestra en la Figura 3, en la corteza (Figura R1-3A) es llamativa la disminución de la 
cantidad de timocitos y la presencia de estructuras esféricas intensamente teñidas 
dispersas por toda la zona, además de células estromáticas con una importante 
vacuolización del citoplasma. En la médula (Figura R1-3B), sin embargo, se aprecian 
ambos tipos celulares, siendo el grado de alteración de las células estromáticas menos 
evidente. 
 
En los timos control, los timocitos más inmaduros se localizan en la corteza 
adoptando formas poliédricas debido al alto grado de compactación celular (Figura R1-
4A), y los más diferenciados lo hacen entre las células estromáticas de la médula 
(Figura R1-4A’). Ambos tipos celulares son fácilmente distinguibles debido al tamaño 
menor de los timocitos, a su escaso citoplasma y a un núcleo más intensamente teñido. 
La pérdida de las zonas de corteza y médula observada en los linfomas inducidos por 
radiación, viene acompañada por la presencia de una población con características 
morfológicas propias de células indiferenciadas: tamaño grande, varios nucleolos 
prominentes y escaso citoplasma (Figura R1-4B).  
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Figura R1-3.  Detalle de muestra de individuo sometido a dosis única de radiación de 1,75 Gy. A. 
Zona de corteza, en la que se aprecia una muerte celular masiva y una llamativa vacuolización de las 
























Figura R1-4. Análisis morfológico de muestras tratadas con dosis de radiación sucesivas. Timocitos 
localizados en la corteza (A) y células estromáticas y timocitos medulares (A’) pertenecientes a un timo 
de un individuo control. B, Células con características de linfoblastos de individuo con linfoma tímico. 
Flecha, mitosis. C, Células de individuo tratado sin linfoma. Los espacios intercelulares resultan muy 







B C 10 µm
Resultados: Objetivo 1 
En las muestras correspondientes a individuos irradiados que no llegaron a 
desarrollar linfoma (Figura R1-4C) las células, que se encuentran distribuidas 
aleatoriamente, poseen núcleos grandes e irregulares, con cromatina muy laxa, rodeados 
de una cantidad de citoplasma mayor que la de los timocitos control, aunque menor que 
la del componente estromático de un timo control. En cualquier caso, su aspecto difiere 
del de cualquiera de las células que se observan en la situación normal. Para distinguir 
los tipos celulares concretos serían necesarios otro tipo de estudios basados en la 
utilización de marcadores celulares específicos. 
 
En el caso del linfoma linfoblástico resulta especialmente llamativa la pérdida de 
contacto entre células que no ocurre en ninguna de las demás situaciones. 
 
1.2.2. Análisis citológico mediante citometría de flujo 
 
El análisis mediante citometría de flujo con los marcadores CD4 y CD8 de los 
timocitos tumorales (Figura R1-5) demostró la proliferación de células inmaduras en 
estadios de DN, SPI y en algunos casos DP. 
 
Estos datos, junto con los rasgos fenotípicos característicos de células blastoides 
anteriormente descritos, permite clasificar a estos tumores como linfomas linfoblásticos 
de tipo T [38], [95]. Además se trata de tumores esencialmente monoclonales como se 
pudo comprobar analizando el tipo de reordenaciones TCR mediante Sothern-blot 
(datos no mostrados).   
 
1.2.3. Alteraciones morfológicas en células estromáticas 
 
Aunque se pudiera pensar que al tratarse de linfomas linfoblásticos el efecto de 
la radiación solo afecta a la fracción linfocitaria, las alteraciones del componente 
estromático son también muy evidentes.  
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Figura R1-5. Análisis por citometría de flujo de muestras tumorales para los 
marcadores CD4 y CD8. Los linfomas muestran aumento de las poblaciones de timocitos 






   Resultados: Objetivo 1 
Mientras que en los timos control los timocitos se asientan entre células 
estromáticas, que adoptan formas estrelladas en la corteza (Figura R1-6A; flecha) y 
más redondeadas en la médula (Figura R1-6A’), en los linfomas tímicos existen 
pequeños agrupamientos de estas células distribuidos al azar que muestran lesiones 
llamativas como la pérdida de adhesión con células vecinas, reducción del volumen 
celular, condensación del citoplasma que se torna más eosinófilo, disminución del 
tamaño del núcleo acompañado por condensación de la cromatina (picnosis) y aparición 
de vesículas intensamente teñidas (Figura R1-6B; flechas) 
 
En los individuos tratados con cuatro dosis de 1,75 Gy que no llegaron a 
desarrollar linfoma, además de células con características semejantes a las descritas 
anteriormente, se observó un componente estromático con un aspecto más parecido al 
de individuos control. También se apreciaron ciertas modificaciones sutiles como 
disminución del tamaño nuclear y vacuolización citoplasmática (Figura R1-6C). 
 
En el caso de individuos tratados con dosis única de radiación, las células 
estromáticas tanto de la corteza (Figura R1-6D) como de la médula (Figura R1-6D’), 
presentaban una gran cantidad de vacuolas en el citoplasma (flechas) siendo más 
importante el tamaño de las mismas en las células corticales, que en estudios anteriores 
se han asociado a una intensa actividad metabólica [43]. En algunos casos,  se 
apreciaron más teñidas las zonas de contacto entre membranas plasmáticas de células 
adyacentes (Figura R1-6D’; véase también Figura R1-3). Así mismo, cabe destacar la 
presencia de cuerpos redondeados e intensamente teñidos agrupados sobre un fondo 
muy eosinófilo (Figura R1-6D y D’, cabezas flecha amarillas).  
 
Estos cambios morfológicos detectados en muestras LT y DU podrían esta en 
consonancia con la ejecución de un programa de suicidio celular o apoptosis [44, 45].
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Figura R1-6. Análisis morfológico del componente estromático de muestras LT, No LT y DU. 
Timocitos (A) y células estromáticas (A’) de un individuo control. B, Detalle de grupo de células 
estromáticas entre timocitos de individuo con linfoma tímico. Las lesiones celulares son muy llamativas 
(flechas). C, Detalle de células estromáticas de un individuo tratado sin tumor con cierta vacuolización 
citoplasmática (flechas). D, Detalle de células estromáticas corticales y medulares (D’) de un individuo 
tratado con dosis alta de radiación. Vacuolas citoplasmáticas de gran tamaño (flechas) y alteraciones 
nucleares (cabeza de flecha roja). Cambios morfológicos y otras estructuras características de procesos de 
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   Resultados: Objetivo 1 
 
1.3  Cuantificación de la apoptosis en fracciones celulares enriquecidas  
 
Los procesos de apoptosis se han descrito como parte regular del programa de 
maduración de los timocitos [9, 46-48] y, por supuesto, están alterados durante el 
desarrollo de los linfomas tímicos ([32], [95].  
 
Para confirmar que las células estromáticas son capaces también de ejecutar sus 
propios programas de muerte celular, se aislaron las fracciones celulares estromáticas y 
de timocitos de muestras pertenecientes al grupo LT, y se estimó el grado de apoptosis 
mediante la inmunodetección de PARP (de sus siglas en inglés, poly(ADP-ribose) 
polymerase) proteolizado. Para determinar si hay diferencias cuantitativas, se calculó el 
cociente entre las cantidades de PARP proteolizado y de PARP total (estimadas 
mediante densitometría) en cada una de los tipos muestrales, comparando los resultados 
con los obtenidos en timos control. Los datos finales son la media de tres experimentos 
independientes (Figura R1-7). 
  
Con respecto a las células estromáticas, dos de las muestras tumorales analizadas 
mostraron niveles de PARP parecidos a los de la muestra control (LT-1 y LT-2). El 
resto aumentaba desde valores de 2,20 hasta 6,30, es decir, el 67% de los linfomas 
mostraron niveles de apoptosis en sus células estromáticas entre dos y seis veces 
superiores a los detectados en timos controles.  
 En el caso de los timocitos, las muestras LT-2 y LT-5 mostraron niveles de 
PARP parecidos a los del control, y en el resto, los valores fluctúan entre valores 1,89 y 
3,79 veces superiores a los detectados en las muestras control.  
 
De acuerdo con estos resultados se podría afirmar que en los linfomas 
linfoblásticos hay un aumento significativo de la apoptosis tanto en los timocitos como 
en las células estromáticas y que, por tanto, la progresión de este tipo de tumores se 
sustenta esencialmente en la excesiva y descontrolada proliferación de los linfoblastos. 
 
- 48 - 






















T 1,02586 2,23897 1,21148 3,79066 2,95143 1,10856 1,89066



















E 1,00445 1,10268 1,38489 6,30498 3,44417 2,20267 2,23836
Ctrl LT-1 LT-2 LT-3 LT-4 LT-5 LT-6
Figura R1-7. Apoptosis en fracción celular estromática (izda) y en timocitos (dcha). Existe apoptosis 
en ambas fracciones celulares
  Resultados: Objetivo 1 
 
Los siguientes pasos en la investigación serán confirmar estos resultados 
preliminares mediante otra metodología que cuantifique las tasas de apoptosis en ambas 
fracciones celulares.  
 



























 Estudio de los genes que codifican para las  
caderinas E y N implicadas en adhesión
 
Resultados: Objetivo 2 
2.1. Análisis de LOH y mutacional mediante SSCP 
 
Debido a la llamativa pérdida de contacto entre células que se observó en los 
linfomas tímicos, el objetivo siguiente de esta tesis fue analizar el estatus de los genes 
que codifican para las dos caderinas más importantes implicadas en las uniones 
adherentes.  
 
Puesto que los linfomas inducidos con radiación presentan frecuentes pérdidas 
de heterocigosidad, se analizó una muestra significativa de linfomas con marcadores 
polimórficos en torno a los loci de ambos genes. Aunque no se detectaron pérdidas 
significativas de ningún alelo de la caderina E, si se encontraron pérdidas significativas 
en el cromosoma 18 que sugerían una situación de hemicigosis para el gen de la 




Figura R2-1. Análisis de detección de LOH en el cromosoma 18 con el marcador D18Mit21. 
       La última tumoral sólo conserva el alelo BAL. 
 
 
La búsqueda de mutaciones en la secuencia codificante del gen Cdh2 y en la 
región promotora del gen Cdh1 mediante SSCP-secuenciación resultaron infructuosas 
(datos no mostrados).  
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2.2. Análisis de expresión 
 
Dada la importancia de la pérdida de función de la caderina E en numerosos tipos de 
cánceres, incluidos cánceres hematológicos [49, 50] y la correlación entre ambos genes 
(bajada de caderina E y aumento de caderina N) en el proceso conocido como 
“Cadherin Switch” (Intercambio de Caderinas) descrito en las transiciones epitelio-
mesénquima [51], el paso siguiente fue determinar los niveles de expresión 
transcripcional de ambos genes. 
 
Los niveles de ARN se determinaron mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real 
en 14 linfomas tímicos derivados de ratones tratados con dosis de radiación sucesivas. 
Se tomó como unidad de referencia (valor=1) el nivel de ARN de los genes en timos sin 
tratar (Ctrl), y se compararon cantidades similares de ARN total de las diferentes 
muestras tumorales (200 ng). Los resultados finales son la media de los obtenidos en 
dos experimentos y tres series de valores tomados por cada experimento. 
 
En el caso del gen Cdh1 (caderina E) el 100% de los tumores mostraron niveles de 
ARN reducidos (valores entre 0,70 y 0,03) en comparación con los controles (valor 1 de 
referencia). En el caso de Cdh2 (caderina N), fueron 13 de 14 tumores (92,85%) los que 
tenían una expresión del gen reducida y un único linfoma mostró expresión aumentada 
(7,15%). En todos los casos las diferencias fueron significativas (P< 0,001) (Figura R2-
2). 
 
2.3  Mecanismos responsables de las alteraciones transcripcionales 
 
2.3.1 Hipermetilación de regiones promotoras 
 
Puesto que no se detectaron mutaciones que pudiesen explicar la bajada en la 
expresión transcripcional de ambos genes en los linfomas, y existen datos previos de 
otros autores que demuestran que la región promotora del gen caderina E aparece 

























Figura R2-2. Análisis de los niveles de ARN de los genes Cdh1 y Cdh2. Ctrl, individuo F1 
(C57BL/6JxBalb/cJ) no irradiado; BLBs, linfomas linfoblásticos de 14  individuos F1 
(C57BL/6JxBalb/cJ).  
En el caso de Cdh1 (caderina E), todos los linfomas presentan niveles disminuidos del gen y en el caso de 
Cdh2 (caderina N), 13 de 14 (92,85 %). El tumor BLB85 muestra aumento de la expresión de este último 




































Cdh1 1,00 0,06 0,05 0,10 0,70 0,05 0,05 0,55 0,03 0,14 0,17 0,21 0,07 0,10 0,06
Ctrl BLB   4


























































Cdh2 1,00 0,15 0,71 0,48 0,73 0,29 0,30 0,72 0,22 0,39 0,48 0,26 1,39 0,40 0,19
Ctrl BLB   4


























Resultados: Objetivo 2 
 
hipermetilada frecuentemente en otros tipos de cánceres [52, 53] incluyendo algunos 
hematológicos [49], el paso siguiente fue determinar si las disminuciones observadas en 
la cantidad de ARN se podían deber a mecanismos epigenéticos. 
Para ello, se realizó el análisis de las regiones promotoras de ambos genes en 
muestras de ADN genómico procedentes de los mismos tumores anteriormente 
analizados, mediante ensayos de PCR específica de metilación (MSP, de sus siglas en 
inglés) y secuenciación, en colaboración con el laboratorio del Dr. Manel Esteller. 
 
Para el gen caderina N se analizaron los perfiles de metilación en 27 dinucleótidos 
CpG que definían una isla no metilada en los controles (Figura R2-3). La 
hipermetilación del promotor de este gen fue detectada en el 85,71% (12 tumores de 14) 
de las muestras tumorales, comprobándose estos resultados mediante secuenciación del 
ADN tratado con bisulfito, utilizando oligonucleótidos que flanquean la región 
analizada. Todos los tumores que presentaban metilación en la región analizada 
mostraron niveles de expresión génica reducidos; mientras que en el único tumor en el 
que existía una ligera sobre-expresión del gen, no se apreciaba un patrón de metilación 
alterado (TABLA R2). La asociación entre la disminución del nivel de expresión de 
este gen en los tumores y la metilación de su región promotora fue significativa al 
aplicar el estadístico t de Student (P<0,05). 
 
El estatus de metilación del promotor de caderina E fue definido mediante la 
evaluación de los perfiles de metilación de 26 lugares CpG (isla CpG) (Figura R2-4). 
En este caso, sólo el 28,57% de los tumores analizados (4 linfomas de 14) mostraron 
hipermetilación de esta región (datos corroborados, como en el caso anterior, mediante 
secuenciación utilizando oligonucleótidos externos a la región analizada). Pero, aunque 
todas las muestras que presentaban hipermetilación del promotor de Cdh1 tenían una 
clara reducción en la expresión génica el análisis estadístico (t de Student, P>0,01), no 
se detectaron diferencias significativas entre estos dos parámetros, por lo que debería 
existir algún mecanismo adicional implicado en la inactivación de este gen en estos 
tumores.





























Figura R2-3. Análisis de metilación de la región promotora del gen  Cdh2. En la parte superior de la 
figura se muestra la MSP correspondiente al gen y en la inferior la determinación de las citosinas 
metiladas mediante el análisis por secuenciación. La mayoría de las muestras presentan su región 
promotora metilada. B6, individuo homocigoto de la cepa C57BL/6J; Bal, individuo homocigoto de la 
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Figura R2-4. Análisis de metilación de la región promotora del gen  Cdh1. En la parte superior de la 
Figura se muestra la MSP correspondiente al gen y en la inferior la determinación de las citosinas 
metiladas mediante el análisis por secuenciación. Sólo 4 muestras tienen hipermetilada su región 
promotora. B6, individuo homocigoto de la cepa C57BL/6J; Bal, individuo homocigoto de la cepa 
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Resultados: Objetivo 2 
 
2.3.1 Expresión transcripcional de Sna1 
 
De los represores transcripcionales del gen Cdh1, Snai1 (Snail) es sin duda uno de 
los más importantes [54, 55] y el aumento de su expresión podría explicar, al menos en 
parte, nuestros resultados. 
 
Al analizar en las mismas muestras tumorales, mediante RT-PCR cuantitativa en 
tiempo real, los niveles de expresión de Snai1 se evidenció un aumento en la expresión 
de este gen en tres linfomas (Figura R2-5). Estas mismas muestras presentaban niveles 
de ARN para caderina E reducidos, sin metilación del promotor, y la relación entre 
ambos genes resultó significativa (P<0,05). Como en el caso de los genes Cdh1 y Cdh2, 
los datos obtenidos para Snai 1 son también la media de tres medidas tomadas por cada 
uno de los dos experimentos realizados. 
 
2.4  Análisis de niveles de proteínas caderinas E  y N en linfomas linfoblásticos 
 
Para comprobar si los perfiles de expresión de ARN de estos genes se 
correlacionaban con la cantidad de proteínas traducidas, se realizaron análisis de 
expresión mediante Western blot en los mismos tumores (Figura R2-6). Se utilizaron 
como controles positivos la cantidad de proteína correspondiente en extractos de células 
HaCaT  para el caso de la caderina E, y de cerebro para el caso de la caderina N. Las 
cantidades de proteína se cuantificaron mediante densitometría y cada experimento se 
repitió tres veces. 
 
En el caso de la caderina E, los niveles de ARN más bajos (valores entre 0,05 y 0,10) 
coincidían con la ausencia de proteína (9 de 14), y la mayoría de las muestras (2 de 3) 
con valores entre 0,14 y 0,21 para ARN mostraban sólo trazas de proteínas (BLB 66 y 
74). Sólo dos muestras (BLB 31 y 50) no mostraban una buena correlación entre los 
niveles de ARN de este gen (0,70 y 0,55, respectivamente) y la cantidad de la proteína 






































Figura R2-5. Representación de los niveles de expresión de los genes Cdh1  y Sani1  en 14 muestras 
de linfomas linfoblásticos (BLBs). (*) Muestras con la región promotora del gen Cdh1 hipermetilada. 
Todas las muestras presentan niveles disminuidos significativamente respecto del control en el caso del 
gen Cdh1, mientras que en el caso de Snai1 3 muestras presentan aumento significativo de los niveles de 





































Cdh1 1,00 0,06 0,05 0,10 0,70 0,05 0,05 0,55 0,03 0,14 0,17 0,21 0,07 0,10 0,06
Ctrl BLB   4


























































Snai1 1,00 0,53 0,48 0,68 1,88 0,54 0,78 1,01 0,61 0,57 0,55 1,76 1,76 1,18 0,98
Ctrl BLB   4


























Resultados: Objetivo 2 
por inmunodetección (AUSENCIA) (TABLA R2). 
 
En cuanto a la caderina N, los tumores con valores de ARN  que oscilaban entre 0,15 
y 0,30 mostraron ausencia total de proteína (6 de 14), y sólo dos muestras (BLB 6 y 
BLB 66) con valores mayores de ARN, de 0,39 y 0,71 respectivamente, mostraron trazas 
de proteína mediante inmunodetección. Sorprendentemente, en cinco tumores (BLB 18, 
31, 50, 67 y 88) con valores de ARN de 0,48, 0,73, 0,72, 0,48 y 0,40, y en la muestra 
BLB 85 que presentaba sobre-expresión (1,39) no se detectó la cantidad de proteína 
correspondiente (TABLA R2). 
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Muestra RT-PCR (LightCycler) WB MSP 
Cdh1 Cdh2 Snai1 
 Media Normalizada +/- ds Media Normalizada +/- ds Media Normalizada +/- ds 
Cdh1 Cdh2 Cdh1 Cdh2 
F1(C57BL/6JxBALB/cJ) 1 1 1 + + U U 
BLB 4 0,06 +/- 0,0141 0,15 +/- 0,0071 0,53 +/- 0,0212 - - U M 
BLB 6 0,05 +/- 0,0071 0,71 +/- 0,0354 0,48 +/- 0,0141 - -'* M M 
BLB 18 0,10 +/- 0,0212 0,48+/- 0,0212 0,68+/- 0,0283 - - U U 
BLB 31 0,7 +/- 0,1485 0,73 +/- 0,0424 1,88 +/- 0,0778 - - U M 
BLB 36 0,05 +/- 0,0071 0,29 +/- 0,0141 0,54 +/- 0,0283 - - M M 
BLB 44 0,05 +/- 0,0141 0,30 +/- 0,0141 0,78 +/- 0,0283 - - U M 
BLB 50 0,55 +/- 0,1131 0,72 +/- 0,0424 1,01 +/- 0,0424 - - U M 
BLB 60 0,03 +/- 0,0071 0,22 +/- 0,0141 0,61 +/- 0,0283 - - M M 
BLB 66 0,14 +/- 0,0283 0,39 +/- 0,0212 0,57 +/- 0,0212 -'* -'* U M 
BLB 67 0,17 +/- 0,0354 0,48 +/- 0,0212 0,55 +/- 0,0212 - - U M 
BLB 74 0,21 +/- 0,0424 0,26 +/- 0,0141 1,76 +/- 0,0707 -'* - U M 
BLB 85 0,07 +/- 0,0141 1,39 +/- 0,0778 1,76 +/- 0,0707 - - U U 
BLB 88 0,10 +/- 0,0212 0,40 +/- 0,0212 1,18 +/- 0,0495 - - M M 
- - U BLB 95 0,06 +/- 0,0141 0,19 +/- 0,0141 0,98 +/- 0,0354 M 
 Tabla R2. Resumen de resultados de expresión por RT-PCR (LightCycler), WB y resultados de metilación por MSP de los genes Cdh1 y 
Cdh2, así como los resultados de expresión por RT-PCR (LightCycler) de Snai1. (+) representa valores de expresión similares a los de 
los individuos control; (-), representa valores de expresión reducidos; (-*), representa trazas de expresión; M, metilación; U, no 
metilación. 
Resultados: Objetivo 2 
 





Para obtener información más detallada se determinó la expresión de estas proteínas 
mediante inmunofluorescencia en el timo, no sólo en los linfomas linfoblásticos (n=3), 
sino también en timos de ratones que no desarrollaron este tipo de enfermedad durante 
un periodo de latencia similar tras el mismo tratamiento (n=3), y de animales irradiados 
con una única dosis (n=5). De este modo, se pudo determinar el comportamiento de 
ambos genes en respuesta a la radiación detectando su localización en el espacio 
intratímico. 
 
Las células positivas para la tinción con anticuerpo anti-caderina E (Figura R2-7) se 
localizaron principalmente en la médula tímica de las muestras control (Figura 2-7A). 
En los linfomas linfoblásticos (Figura 2-7D) la señal se apreció en escasos acúmulos de 
células dispersos aleatoriamente por la glándula desorganizada. En los timos de 
individuos que no llegaron a desarrollar linfoma (Figura 2-7E) las células positivas 
para caderina E se distribuyeron homogéneamente por el órgano, aunque sin organizarse 
en la estructura medular reconocible en los controles. Por último, en los timos de 
ratones sometidos a tratamiento con una única dosis de radiación (Figura 2-7F) el 
patrón de tinción para esta proteína era el inverso al de la situación control y se 
circunscribía a la zona periférica, correspondiente a la corteza. En todos los casos, la 
proteína era claramente patente en la superficie celular (Figura 2-7C). 
 
No se pudo realizar este análisis para la caderina N debido probablemente a la  
escasa cantidad de esta proteína en el timo de ratón (comprobado mediante 
inmunoprecipitación  (Figura R2-8). 
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Figura R2-6. Análisis mediante WB de caderina E y caderina N. B6, individuo homocigoto de la cepa 
C57BL/6J; Bal, individuo homocigoto de la cepa BALB/cJ; F1, individuo heterocigoto no irradiado; 
BLBs, muestras de LT. HaCat, control positivo de caderina E; Cer, control positivo de caderina N. Los 

























Figura R2-7. Inmunodetección de caderina E mediante inmunofluorescencia. A, Caderina E en 
sección representativa de timos no tratados. B, Contratinción con DAPI en sección representativa de 
timos no tratados. C, Detalle de zona medular (M) y de zoma cortical (C) de timo no tratado. D, E-
caderina en sección representativa de linfomas linfoblásticos. E, Caderina E en sección representativa de 
timos tratados que no desarrollaron linfoma. F, Caderina E en sección representativa de timos irradiados 
con dosis única. 
Mientras en la muestra control, la proteína se localiza principalmente en la zona medular, en los timos de 
individuos con LL se aprecian acúmulos positivos dispersos por la glándula desorganizada. En muestras 
No LT la señal se distribuye más homogéneamente aunque sin llegar a estructurarse en zonas bien 
































   Resultados: Objetivo 2 
 
βactina 
N-caderina E -caderina 
βactina 
Tt No IP          Tt IP C No IP        Tt No IP          Tt IP      
          1               3,31                      2,45            0,16             1,55 Ratio Normalizado  
 Figura R2-8. Inmunoprecipitación de caderinas E y N en muestras de individuos no tratados. Tt No 
IP, timo total No Inmunoprecipitado; Tt IP, timo total Inmunoprecipitado; C No IP, cerebro No 
Inmunoprecipitado. 
Al comparar los ratios normalizados (caderina/βactina) de las distintas muestras, tomando como 
referencia (valor=1) el ratio de E-caderina en las muestras de timo sin inmunoprecipitar se observa que la 
cantidad de N-caderina que se detecta es cerca de 7 veces menor. En muestras inmunoprecipitadas, esta 
diferencia se reduce a la mitad, aproximadamente. 
 
2.5.2.  RT-PCR cuantitativa en tiempo real 
 
El análisis de los niveles de ARNm de ambos genes en los diferentes los grupos 
de muestras mencionados evidenció un comportamiento similar de ambos genes 
(Figuras R2-9 y R2-10).  
 
Así, en los linfomas linfoblásticos (n=14) la expresión de estos genes tiende a 
disminuir  en la totalidad de los casos para caderina E y en el 92,85% para caderina N.. 
En las muestras de individuos tratados con dosis sucesivas que tras el periodo de 
latencia no desarrollaron linfomas (n=3) los niveles de ARN no se diferenciaron 
significativamente (P>0,05) de los que se detectaron en los timos controles: valores 
entre 0,88 y 1,07 para caderina E y de 0,86 a 1,03 para caderina N. Finalmente, en los 
timos de individuos tratados con una única dosis de radiación (n=3) la expresión de 
ambos genes aumentó significativamente (P<0,05), oscilando los valores entre 12,7 y 
19,4 para el caso de caderina E y entre 11,24 y 13,21 para el de caderina N. De nuevo  
los datos obtenidos son la media de tres grupos de valores tomados en cada uno de los 
dos experimentos realizados. 
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Figura R2-9. Niveles de ARN del gen Cdh1 en muestras sometidas a distintos tratamientos. Ctrl, 
individuo F1 (C57BL/6JxBalb/cJ) no irradiado; BLBs, linfomas linfoblásticos de 14  individuos F1 
(C57BL/6JxBalb/cJ); No LT, muestras de 3 individuos sometidos a tratamiento que no desarrollaron 
linfoma; DU,  muestras de 3 individuos irradiados con dosis única. 
Los niveles de ARN en muestras LL son inferiores a los que se detectan para el control en todos los casos, 
mientras que en muestras No LT los valores son similares a los del individuo no tratado. En respuesta a 































Figura R2-10. Niveles de ARN del gen Cdh2 en muestras sometidas a distintos tratamientos. Ctrl, 
individuo F1 (C57BL/6JxBalb/cJ) no irradiado; BLBs, linfomas linfoblásticos de 14  individuos F1 
(C57BL/6JxBalb/cJ); No LT, muestras de 3 individuos sometidos a tratamiento que no desarrollaron 
linfoma; DU,  muestras de 3 individuos irradiados con dosis única. 
Los niveles de ARN en muestras LL son inferiores a los que se detectan para el control en todos los casos, 
mientras que en muestras No LT los valores son similares a los del individuo no tratado. En respuesta a 
































Cdh1 1,00 0,06 0,05 0,10 0,70 0,05 0,05 0,55 0,03 0,14 0,17 0,21 0,07 0,10 0,06 0,880 0,950 1,075 12,71 19,3 19,44
Ctrl BLB   4






























































Cdh2 1,00 0,15 0,71 0,48 0,73 0,29 0,30 0,72 0,22 0,39 0,48 0,26 1,39 0,40 0,19 0,86 1,03 0,98 13,21 12,92 11,24
Ctrl BLB   4










































































Análisis de los perfiles de expresión de las  
vías de señalización de Wnt y de Hedgehog
 
Resultados: Objetivo 3 
3.1. Análisis de expresión de las vías de Wnt y Hh mediante matrices  
 
Como se comentó en la introducción, las vías de Hedghog y Wnt han sido 
implicadas en el control de la supervivencia y proliferación de los timocitos. 
Concretamente, la vía de señalización de Wnt está alterada en distintos tipos de cánceres 
humanos, incluidos algunas leucemias [15]. Además, puesto que habíamos demostrado 
que la caderina E está desregulada en los linfomas tímicos se quiso averiguar si la vía de 
Wnt, con la que esta proteína podría tener una relación antagónica, estaba también 
alterada en nuestros linfomas T. Por estos motivos, se consideró oportuno realizar un 
análisis de expresión utilizando una matriz específica (GEArray Q Series Kit Mouse 
Wnt Signaling Pathway” (SuperArray) para ver si se encontraban alteradas las tasas de 
expresión de los 96 genes más representativos. 
 
Para la consecución de este objetivo se partió de los datos resultantes del análisis 
de una micromatriz de expresión (RatonChip, del CNIO) que habían sido obtenidos por 
Manuel Guerrero, en el marco de una colaboración que nuestro equipo viene 
manteniendo con el Dr. Marcos Malumbres en el CNIO.  
Para estos análisis las muestras de ARN se obtuvieron del timo completo de 7 
individuos que desarrollaron linfoma tras ser irradiados y de 5 ratones que no fueron 
sometidos a tratamiento.  
Los datos más sobresalientes detectados (Tabla R3) se podrían resumir en la 
sobre-expresión de 2 genes en nuestros linfomas: Smo y Myc, y la bajada de expresión 
de otros 8 genes: Aes, Apc, Ccnd2, Ccnd3, Enpp2, Id3, Nos2, Tcf7 y Wnt4.  Estas 
observaciones fueron validadas mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real.  
 
Puesto que existían evidencias previas de que alguno de estos genes se 
expresaba sólo en fracciones celulares específicas del timo, el análisis de expresión se 
repitió utilizando muestras de ARN purificado a partir de las fracciones celulares 
separadas (células estromáticas y timocitos) de tres linfomas linfoblásticos y de tres 
ratones sin irradiar.   
- 68 - 
Resultados: Objetivo 3 
El estudio de la fracción estromática puso de manifiesto aumentos significativos 
(nivel de significación establecido por software “GEArrayAnalyzer” – SuperArray -: 
boundary>1,2) para dos genes: Fosl1 y Mbd4, y disminuidos para 4: Aes, Ccnd3, Ctbp2 
y Dvl3;  mientras que los timocitos presentaban sobre-expresados significativamente 
(boundary>1,2) los genes Ctbp1 y Wnt9a, y con niveles bajos de expresión  Apc, 
Ccnd2, Ctbp2, Erg1 y Tcf7.  La validación de los resultados se realizó también en este 
caso mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real para los genes Aes, Dvl3, Apc y Tcf7 y 
mediante la confirmación de spots negativos y positivos incluidos en las membranas de 
nylon. 
 
Este pequeño grupo de genes alterados podían clasificarse en tres categorías 
posibles: 
 
A. Incluidos en la vía de señalización de Hedghog: Smo 
B. Incluidos en la vía de señalización canónica:  
- Ligandos y receptores: Wnt4 y Wnt9a 
- Moléculas intracelulares: Aes, Apc, Ctbp2, Dvl, Ctbp1 y Mbd4 
- Proteínas de ciclo celular: Ccnd2 y Ccnd3  
- Enzimas: Enpp2 
- Factores de transcripción: Idb3, Tcf7, Fosl1 y Myc  
C. Implicados en la vía no canónica: Erg1 y Nos2 
 
A partir de estos datos, se eligieron una serie de genes para realizar un estudio 
más detallado. Además del gen de la caderina E, se seleccionaron: 
 
- Smo, porque es el único componente no-redundante de la vía Hedghog y forma 
parte de una intersección con la vía de Wnt.  
- Wnt4, porque su expresión ya había sido descrita en el timo [18] 
- Aes, por ser un inhibidor de factores de transcripción de la familia Tcf/Lef 
- Tcf7 (Tcf-1), por ser un factor de transcripción implicado en los procesos de 
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Resultados: Objetivo 3 
maduración de células T [18] 
- Myc, porque es un gen diana de esta ruta y por su implicación en el desarrollo de 
los linfomas tímicos murinos [11, 33]. 
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Resultados: Objetivo 3 
 
Timo Total Timocitos Estroma Timo Total Timocitos Estroma
Aes Jun
Apc Lef1













Cldn1 NC Ppp2r5d NC
Col1a1 Ptgs2
Ctbp1 Ret
Ctbp2 NC Sfrp1 NC
Dkk1 Sfrp2
Dkk2 NC Sfrp4 NC
Dkk3 NC Smo
Dkk4 NC Sox17 NC














Fzd3 NC Wnt3 NC
Fzd4 Wnt4
Fzd5 NC Wnt5a NC
Fzd6 NC Wnt5b
Fzd7 Wnt6 NC





TABLA R3: Genes implicados en la ruta Wnt y Hedghog
Id3 Wnt9b NC
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3.2 Análisis de expresión más detallado de los genes seleccionados 
 
3.2.1 En muestras de ratones no irradiados 
 
En primer lugar se determinó la expresión relativa de los genes en las fracciones 
celulares separadas procedentes de 3 ratones que no fueron irradiados (controles) 
mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real (Figura R3-1), tomando como referencia 
el valor de los niveles de expresión de los genes en el timo total (valor=1).  
Se podría concluir que Cdh1, Cdh2 y Wnt4 son expresados mayoritariamente por el 
estroma tímico siendo sus niveles prácticamente indetectables en timocitos, mientras 
que no existen diferencias significativas (P>0,05) entre la contribución de ambas 
fracciones con respecto a los genes Smo, Aes, Myc y Tcf7. 
 
3.2.2 En muestras de ratones irradiados con dosis única 
 
Para evaluar el comportamiento de estos genes en los tratamientos con radiación, se 
determinó el grado de su respuesta ante una dosis única de radiación γ siguiendo la 
misma metodología que en el apartado anterior (Figura R3-2).  
 
La comparación de los resultados obtenidos en las fracciones estromáticas de 
muestras irradiadas con las de estas mismas fracciones extraídas de ratones control 
evidenció una subida significativa (P<0,05) en los niveles de ARN de los genes Cdh1 
(valor de 6,53, es decir más de seis veces superiores), Wnt4 (valor de 2,47) y Myc (valor 
de 3,60). En los otros genes (Smo, Aes y Tcf7) las diferencias observadas no fueron 
significativas. 
 
En el caso de la fracción de timocitos el resultado fue completamente similar, con la 
salvedad de que el valor más alto lo alcanzó Wnt4 (9,54 veces superior en los timocitos 
de ratones tratados), seguido de Cdh1 (3,55) y Myc (1,70). 



























Tt 1 1 1,01 1,04 1,00 1,01 1,00
E 19,14 10,46 6,61 0,95 0,99 1,38 0,60
T 0,43 0,21 0,02 1,07 1,01 1,52 0,85
Cdh1 Cdh2 Wnt4 Smo Aes M yc Tcf7
Figura R3-1. Expresión relativa de diferentes genes en muestras de ratones no 
irradiados. Tt, muestras de ARN obtenidas a partir de timo total; E, muestras de ARN
obtenidas a partir de la fracción estromática; T, muestras obtenidas a partir de los timocitos 






























E Ctrl 1,02 1,01 1,01 1,00 1,01 1,01
E DU 6,53 2,47 0,87 0,91 3,60 1,01





























T Ctrl 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01 1,01
T DU 3,55 9,98 0,34 1,20 1,70 1,05
Cdh1 Wnt4 Smo Aes Myc Tcf7
Figura R3-2: Expresión de diferentes genes en muestras de ratones 
irradiados con dosis única. E Ctrl, fracción estromática obtenida a partir 
de ratones control; E DU, fracción estromática obtenida a partir de 
muestras tratadas con una sola dosis de radiación. En ambas fracciones 
celulares fueron significativas las diferencias para los genes Cdh1, Wnt4 y 
Myc.
Resultados: Objetivo 3 
3.3.3 En muestras de ratones que desarrollaron linfoma linfoblástico 
 
En los linfomas tímicos inducidos durante el periodo correspondiente de latencia 
tras cuatro dosis de 1,75 Gy, las alteraciones más significativas detectadas en las células 
estromáticas (Figura R3-3A) fueron: 
• Disminución significativa (P<0,05): en el 100% de los casos, de Cdh1 y 
Wnt4  
• Aumento significativo (P<0,05): en el 70% de los tumores, de los niveles de 
ARN de Myc y Smo.  
• Disminución y aumento, con diferencias significativas:  
1. Aes tiende a disminuir en el 50% de los casos y a aumentar en un 
20%.  
2. Tcf7 aumenta en un 10% de los tumores y disminuye en un 20% 
En la fracción de timocitos (Figura R3-3B): 
• Disminución significativa (P<0,05): 
1. en el 80% de los tumores, de los niveles de Aes 
2. en 70% de los tumores, de los niveles de Tcf7. 
• Aumento significativo (P<0,05):  
1. en el 90% de los tumores, de Myc 
2. en el 30% de los tumores, de Wnt4 
• Disminución y aumento, con diferencias significativas (P<0,05):  
1. Cdh1 disminuye en el 20% y aumenta en el 50% de los linfomas 
2. Smo disminuye en el 20%  y aumenta en el 50% de los tumores 
 
Tomando en consideración que la secuencia particular de cambios puede ser 
diferente en cada tumor, pues cada una de las alteraciones pueden darse más temprano 
en célula y más tarde en otra teniendo un efecto diferente [3], se podrían interpretar los 
resultados en base a la posible activación de la ruta de Wnt y/o la ruta de Hedghog (en 
el caso de que únicamente esté sobre-expresado Smo).  




E C t r l 1,0 1 1,0 2 1,0 1 1,0 1 1,0 0 1,0 1
LL E- 1 0 ,72 0 ,0 9 0 ,18 1,6 3 1,2 1 1,15







E Ctrl 1,01 1,02 1,01 1,01 1,00 1,01
LL E-6 2,07 0,03 0,07 4,54 0,73 0,75








E Ctrl 1,01 1,02 1,01 1,01 1,00 1,01
LL E-2 12,05 0,26 0,11 2,25 0,91 1,04






E Ctrl 1,01 1,02 1,01 1,01 1,00 1,01
LL E-7 0,85 0,19 0,18 6,48 0,81 0,75







E Ctrl 1,01 1,02 1,01 1,01 1,00 1,01
LL E-3 11,77 0,15 0,23 2,81 0,96 0,80






E Ctrl 1,01 1,02 1,01 1,01 1,00 1,01
LL E-8 8,56 0,46 0,08 0,70 0,76 0,82






E Ctrl 1,01 1,02 1,01 1,01 1,00 1,01
LL E-4 21,52 0,34 0,57 1,07 1,32 2,00







E Ctrl 1,01 1,02 1,01 1,01 1,00 1,01
LL E-9 13,68 0,44 0,09 3,51 0,71 0,50
M yc Cdh1 Wnt4 Smo Aes Tcf7
* *





E Ctrl 1,01 1,02 1,01 1,01 1,00 1,01
LL E-5 0,74 0,12 0,17 5,02 0,95







E Ctrl 1,01 1,02 1,01 1,01 1,00 1,01
LL E-10 5,00 0,24 0,05 2,97 0,79 0,57
M yc Cdh1 Wnt4 Smo Aes Tcf7
* *
* * * *
Figura R3-3A. Alteraciones génicas en fracción estromática de linfomas linfoblásticos. Resumen de resultados de análisis mediante RT-
PCR (LightCycler) de 6 genes en la fracción estromática (E) de un grupo de linfomas linfoblásticos murinos inducidos media te radiación β. 




T Ctrl 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01
LL T-1 0,65 1,06 5,20 0,53 0,93 0,78







T Ctrl 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01
LL T-2 16,87 0,91 0,56 1,48 0,91 0,78





T Ctrl 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01
LL T-3 15,32 9,74 1,11 1,06 0,69 0,64






T Ctrl 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01
LL T-4 13,29 2,86 12,31 0,98 0,71 0,72






T Ctrl 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01
LL T-5 2,18 0,41 1,26 3,11 0,81







T Ctrl 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01
LL T-6 2,03 0,28 1,00 1,37 0,75 0,71









T Ctrl 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01
LL T-7 1,66 2,02 4,40 1,25 0,84 0,54







T Ctrl 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01
LL T-8 18,52 1,80 0,10 0,32 0,76 0,62






T Ctrl 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01
LL T-9 16,04 1,91 0,39 1,96 0,75 0,54






T Ctrl 1,01 1,01 1,01 1,00 1,00 1,01
LL T-10 1,41 0,90 0,42 1,39 0,86 0,51
M yc Cdh1 Wnt4 Smo Aes Tcf7
****
Figura R3-3B: Alteraciones génicas en timocitos de linfomas linfoblásticos. Resumen de resultados de análisis mediante RT-PCR
(LightCycler) de 6 genes en la fracción de timocitos (T) de un grupo de linfomas linfoblásticos murinos inducidos media te radiación β. (*) 
representa aumento (rojo) o disminución (azul) significativos de los niveles de ARN.
Resultados: Objetivo 3 
 
En la fracción estromática aparecen dos genes que en todos los casos 
disminuyen su expresión: Cdh1 y Wnt4 lo que demuestra que la ruta no está 
activada por este ligando en esta fracción celular. 
• LL E-1: la disminución de Myc, junto con el aumento de Aes sugieren 
que ninguna de estas vías está alterada. 
• LL E-2, LL E-3: Parecen tener activada la vía de Hedghog, pues 
aparecen sobre-expresados en esta muestra Smo y Myc. 
• LL E-4: En este caso, parece estar alterada la vía de Wnt debido a la 
mayor sobre-expresión de Tcf7 que de Aes, y al aumento de Myc.  
• LL E-5: La sobre-expresión de Smo sugiere la activación de la vía de 
Hedghog. 
• LL E-6, LL E-7: Parecen tener activadas ambas rutas, pues aparece 
sobre-expresado Smo y Myc (en la muestra 6) y disminuido Aes. 
• LL E-8: La disminución de Aes y la sobre-expresión de Myc. Apuntan 
hacia la alteración de la vía de Wnt. 
• LL E-9, LL E-10: Parecen tener activada la vía de Hedghog, debido a 
la sobre-expresado Smo y Myc, y a la mayor disminución de Tcf7 que de 
Aes. 
En los timocitos: 
• LL T-1: La disminución de Smo y el aumento de Wnt4, parecen indicar 
que este tumor tiene activada la vía de Wnt. 
• LL T-2: En este caso, parece que la que está activada es la ruta de Hh, 
pues muestran aumento en sus niveles de expresión Smo y Myc. 
• LL T-3, LL T-8: En estos tumores Cdh1 presenta un aumento 
significativo en sus niveles de expresión que junto con las disminuciones 
de Aes y Tcf7 sugieren que ninguna de estas vías está activada. 
• LL T-4, LL T-7: El aumento de Wnt4 y Myc sugieren la activación de 
la vía de Wnt, a pesar de la disminución de Aes y Tcf7. Cdh1 también  
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está sobre-expresado. 
• LL T-5, LL T-6: Podrían tener activada la vía de Hedghog ya que Smo  
y Myc aparecen aumentados. La disminución de Aes y  Tcf7 sugiere que 
la vía de Wnt no está activada. En estos timocitos tumorales Cdh1 
disminuye sus niveles de expresión. 
• LL T-9: El aumento de Smo y Myc sugiere la posible activación de la 
vía de Hedghog, mientras que la disminución de Aes y Tcf7 apunta hacia 
la no activación de la vía de Wnt. Cdh1 está sobre-expresado en este 
caso. 
• LL T-10: Podría tener activada la vía de Hedghog ya que presenta 

















































El cáncer sobreviene cuando las células especializadas adquieren características 
de células inmaduras, o cuando las células indiferenciadas no consiguen llevar a cabo 
con éxito el programa de maduración para el que están determinadas, y además 
adquieren propiedades invasivas y metastáticas, angiogénicas, de crecimiento autónomo 
y de evasión de la apoptosis. En el timo conviven células indiferenciadas (precursores 
de timocitos, timocitos DN y DP) y especializadas (células estromáticas) que 
interaccionan unas con otras para que las primeras puedan llevar a término su programa 
de maduración [7]. En este contexto, existe un control homeostático de los procesos de 
proliferación y diferenciación de las células DN, desde su entrada en el timo, hasta su 
maduración como células T (SP) preparadas para salir al torrente circulatorio, pasando 
por los procesos de  selección (negativa y positiva) y otras respuestas adaptativas [48]. 
 
Existen numerosos trabajos que describen alteraciones en oncogenes y genes 
supresores de tumores en los timocitos para explicar el desarrollo de esta clase de 
linfomas [11, 26-29, 31-33, 56-60]. Sin embargo, hasta ahora se habían aportado pocas 
evidencias sobre alteraciones en las moléculas de adhesión, o de componentes de las 
vías de Wnt y de Hegdhog, y desde luego no se ha descrito nada sobre la alteración de 
genes expresados por las células estromáticas, que pudieran estar implicados en el 
origen y/o desarrollo de los linfomas linfoblásticos de células T. Es decir, sobre la co-
evolución de estroma y timocitos como un hecho necesario para el desarrollo de los 
linfomas. 
 
1. La inactivación de los genes Cdh1 y 2, que codifican para dos caderinas 
clásicas, podría contribuir al desarrollo de los linfomas linfoblásticos T mediante la 
alteración de los mecanismos de comunicación intercelular 
 
Los diálogos célula-célula mediados, entre otras moléculas por las caderinas 
clásicas, son imprescindibles para la regulación coordinada del crecimiento, la 
diferenciación, la apoptosis y la migración celular. En concreto, estas caderinas están 
implicadas en la formación y el mantenimiento de la arquitectura de los tejidos, y 
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desempeñan un papel fundamental en las interacciones entre células en los procesos de 
desarrollo y progresión tumorales [51].  
 
La caderina N es una proteína mesenquimal implicada en procesos de 
diferenciación en médula ósea humana gracias a su expresión en precursores 
hematopoiéticos y en células estromáticas [61], mientras que la caderina E es una 
proteína epitelial que influye en la maduración de los timocitos de ratón, mediante 
interacciones homotípicas entre células de la médula tímica y células T inmaduras [24]. 
Aunque en el ser humano también se han descrito interacciones heterotípicas, entre la E-
caderina del estroma tímico y la integrina αEβ7, expresada por los timocitos, que 
favorecen la proliferación de estas últimas células [62], la interrupción de estas 
interacciones no parece alterar la organización epitelial tímica ni el desarrollo de los 
timocitos en ratón. Sin embargo, la falta de contactos homotípicos supone la 
desorganización tisular y de los programas de diferenciación de timocitos que quedan 
incompletos [24]. Se ha demostrado que la ausencia en el timo de células 
mesenquimales impide el desarrollo completo de timocitos maduros [63]. Otro dato a 
tener en cuenta es que existen evidencias previas que demuestran que la expresión de 
caderina N en células de cáncer de colon puede inhibir la sobre-expresión de ciclina D1 
(Cyl1) de estas células [64]. 
 
En el desarrollo tumoral, la mayoría de los estudios han aportado evidencias de 
la expresión disminuida de la caderina E en carcinomas, que suele ir acompañada de la 
expresión de novo del gen caderina N en algunos cánceres humanos [65-68]. Estas 
observaciones han llevado a proponer la existencia de un proceso conocido como 
“Cadherin Switch” (“intercambio de caderinas”), de modo que la pérdida de caderina E 
epitelial va seguida de la sobre-expresión  de la caderina N mesenquimal que potencia 
las capacidades de motilidad e invasividad de las células tumorales [51, 69]. 
Algunos estudios realizados en patologías hematológicas humanas han puesto de 
manifiesto una reducción significativa o la ausencia de expresión de caderina E en 
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distintos tipos de leucemias [49] y en pacientes con LH [50], sugiriendo que este gen se 
comporta como un gen supresor de tumores. En cuanto a la caderina N, su naturaleza 
apunta más bien hacia un comportamiento oncogénico, dado que su expresión ha sido 
detectada en algunos linfomas T [70] y que su expresión aumenta en los procesos de 
“intercambio de caderinas”. Sin embargo, nadie había aportado aún datos sobre el papel 
de ambas caderinas en los linfomas linfoblásticos de células T. 
 
Debido a que el análisis histológico de los linfomas tímicos murinos, inducidos 
mediante tratamiento con radiación γ reveló una aparente pérdida de adhesión 
intercelular (Figura R1-4B), se analizó la expresión de los genes Cdh1 y Cdh2 
(caderinas E y N respectivamente) poniéndose de manifiesto una reducción significativa 
de sus niveles de ARNm (Figura R2-2). Por tanto, el comportamiento de ambos genes 
sería similar en estos linfomas, contraviniendo la hipótesis del “intercambio de 
caderinas” observado en tumores sólidos.  
Para determinar los patrones de expresión tisular de estos genes en las muestras 
control y en los linfomas se utilizaron técnicas de inmunofluorescencia (Figura R2-7). 
Pero en este caso solo se pudo estudiar la caderina E, porque no existía en los timos de 
ratón la suficiente cantidad de caderina N requerida para ser detectada mediante este 
procedimiento (Figura R2-8). Los resultados demostraron que la caderina E se expresa 
principalmente en las células estromáticas de los timos control, mientras que los timos 
de individuos que desarrollaron linfoma tímico presentaban acúmulos escasos de células 
positivas, confirmándose la disminución de la expresión de este gen que corre paralela a 
una acusada desorganización estructural como la que ya se apuntaba en el análisis 
histológico (Figura R1-2). 
 
Por otro lado, en las muestras tímicas de individuos tratados con cuatro dosis de 
radiación sucesivas pero que no llegaron a desarrollar linfomas, los niveles de Cdh1 y 
Cdh2 analizados mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real no diferían 
significativamente de los de los timos control (Figuras R2-9 y R2-10). Sin embargo, la 
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distribución de la caderina E en las secciones de estas muestras se parecía más a la 
observada en la región medular de las muestras control por su aspecto homogéneo, 
aunque no se perciban las áreas bien definidas presentes en los timos de animales sin 
irradiar.  
 
En las muestras de individuos expuestos a una única dosis de radiación, se observó 
una llamativa sobre-expresión de los niveles de ARN de ambos genes (Figuras R2-9 y 
R2-10), correlacionada con una intensa señal positiva en la corteza de estos timos. 
 
Puesto que ambos genes tienden a disminuir en los linfomas, a mantenerse en los 
timos de ratones tratados que se resistieron al desarrollo tumoral, y a aumentar en la 
respuesta inmediata a la primera dosis de radiación, se podría inferir que la expresión de 
ambos genes forma parte de un mecanismo de defensa frente al desarrollo tumoral, y 
que ambos genes se comportan como supresores frente al desarrollo de este tipo de 
linfomas. Sin embargo, la ausencia de mutaciones puntuales en las secuencias 
codificantes de ambos genes los apartaría de la definición clásica de genes supresores 
[71]. 
 
La ausencia de mecanismos genéticos de inactivación en estos genes no parece 
una característica exclusiva de este tipo de linfomas. De hecho, en la mayoría de los 
tumores, las alteraciones genéticas del gen caderina E son infrecuentes, salvo en los 
carcinomas de mama lobulares y en los carcinomas gástricos difusos [55]. Los procesos 
epigenéticos relacionados con la hipermetilación de su región promotora parece el 
mecanismo usual para la inactivación de este gen en los tumores donde se ha visto 
implicado [52, 72]. Sin embargo, la inactivación de caderina N mediante procesos 
similares sólo ha sido descrita en células pancreáticas tumorales humanas [73]. 
 
Además, la radiación induce carcinogénesis no sólo mediante la producción de 
daños genéticos sino también mediante la inducción de efectos epigenéticos [36]. En 
concreto, la importancia del silenciamiento génico mediante hipermetilación de 
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promotores en linfomas tímicos inducidos con radiación-γ había sido ya constatada por 
nuestro equipo en el caso de los genes p15 y p16 [26, 27, 60]. 
 
Para identificar los mecanismos implicados en la disminución de la expresión de 
Cdh1 y Cdh2 se estudiaron los niveles de metilación de las islas CpG de sus promotores 
mediante MSP y análisis por secuenciación. 
 
Nuestros resultados demuestran claramente que la inactivación transcripcional 
del gen Cdh2 se debe a eventos de hipermetilación de su región promotora (Figura R2-
3); mientras que solamente una fracción minoritaria de tumores (4 de 14) presentaba 
hipermetilación en el promotor del gen Cdh1 (Figura R2-4). Por tanto, en este caso 
había que pensar en otros mecanismos epigenéticos alternativos, como los relacionados 
con la sobre-expresión de represores transcripcionales específicos [54, 72]. En este 
sentido el gen Snai1 parecía un buen represor candidato puesto que ya que se había 
demostrado su capacidad de inactivar a caderina E en varios carcinomas mediante el 
reclutamiento de un complejo deacetilasas-histona para la deacetilación del promotor 
del gen [55]. Por este motivo, se estudió su patrón de expresión transcripcional, 
poniéndose de manifiesto su sobre-expresión significativa en tres casos en los que los 
niveles de ARN de Cdh2 eran bajos y su promotor no estaba hipermetilado (Figura R2-
5). 
 
En resumen, las evidencias aportadas en esta tesis apoyan la hipótesis de que el 
silenciamiento epigenético de ambos genes podría favorecer la progresión hacia los 
estadios más avanzados de la linfomagénesis. Por otro, dado que los genes de las 
caderinas E y N se expresan esencialmente en la fracción de células estromáticas, se 
estarían aportando pruebas de alteraciones genéticas que no ocurren en las células 
tumorales per se, como eventos necesarios para la progresión tumoral. 
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2. Los tumores presentan alteraciones en la expresión de componentes de las 
vías de Wnt y Hedghog 
 
2.1.- Alteraciones de la vía de Wnt en el desarrollo tumoral 
 
El uso de micromatrices por otros autores, ha permitido la identificación de 
genes diana de la vía de Wnt en timocitos humanos CD34+ que equivalen a los dobles 
negativos DN1/DN2 de ratón, tras someterlos a tratamientos específicos que activaban 
la ruta de Wnt [74]. Entre los genes diana de la vía de Wnt destacan c-Myc y ciclinaD1 
[99] que, como se ha dicho, aparecen sobre-expresados en la mayoría de nuestros 
linfomas [11, 30]. 
 
Se han descrito alteraciones en las vías de señalización de Wnt en distintos tipos 
de cánceres incluyendo algunos hematológicos [15]. Sin embargo existen datos 
aparentemente contradictorios. Así, por ejemplo, existen pruebas de que WNT5A podría 
inhibir la expresión de ciclinaD1, a través de la vía de señalización no canónica 
mediada por Ca2+, regulando negativamente la proliferación de células B [75]. De 
hecho, los ratones hemicigóticos para Wnt5a desarrollan leucemias mieloides clonales y 
linfomas B al perder el alelo salvaje que les quedaba. Por tanto, Wnt5a podría estar 
funcionando en este caso como un gen supresor.  Por el contrario, Wnt4 parece 
funcionar como un factor de crecimiento en los timocitos DN, como se deduce también 
del análisis de ratones KO [15]. 
 
En nuestro caso, los linfomas linfoblásticos de tipo T inducidos con radiación y 
dentro del marco de alteraciones observadas (Tabla R3), llama poderosamente la 
atención la bajada significativa de expresión de Wnt4 en el conjunto del timo (que 
sugiere un papel supresor contrario al postulado hasta la fecha). La sobre-expresión de 
Wnt9a en los timocitos de los linfomas T podría estar contribuyendo a la sobre-
expresión de c-Myc, ya que se comportaría como encogen. Resulta también interesante 
constatar la bajada significativa en los niveles de expresión del gen supresor Apc que 
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también estaría contribuyendo en esta misma línea. En la fracción estromática, las 
alteraciones más destacables serían la sobre-expresión del factor de transcripción Fosl1 
y la disminución de Aes, que junto con los resultados histológicos sugieren la 
implicación del estroma en el desarrollo de estos linfomas. 
 
2.2.- Alteraciones de la vía de Hh en el desarrollo tumoral 
 
Se han descrito alteraciones en algunos miembros de la vía Hedghog en el 
desarrollo de algunos tipos de cánceres de cerebro, piel y músculo [76], gástricos [77], 
próstata [78], páncreas [79], mama [80] y hepatocarcinomas [81, 82]. En la mayoría de 
los casos se trata de mutaciones en el gen PATCHED, y en algún caso en 
SMOOTHEDED (SMO) [82-84]. En cuanto a los niveles de expresión existen datos 
contradictorios sobre el papel de los cambios de Ptch y Smo en diferentes tipos de 
tumores [85].  
 
En nuestros tumores Smo, el único componente no redundante de esta vía, 
aparece sobre-expresado (Tabla R3). Se ha descrito que la falta de Smo podría 
repercutir en el desarrollo de los timocitos al provocar un aumento significativo de la 
apoptosis en la subpoblación de los timocitos DN (sobre todo DN2 y DN3), y disminuir 
la proporción de DN2 proliferantes. Por tanto se podría pensar que en nuestros tumores 
estuviese pasando todo lo contrario. Es decir, la sobre-expresión de Smo podría estar 
facilitando la supervivencia de los timocitos, colaborando así con la ruta de Wnt en la 
proliferación de los linfocitos T inmaduros.  
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3. El análisis de expresión en fracciones separadas de componentes de ambas 
vías demuestra la co-evolución de alteraciones en timocitos y estroma en los linfomas 
linfoblásticos 
 
Se ha demostrado que determinadas moléculas son expresadas por el epitelio 
tímico, como las proteínas Shh y Wnt [14, 86]. Concretamente, en este estudio se 
corroboró la localización de E-caderina en la superficie de las células de la médula 
tímica (Figura R2-7).  
 
El análisis de expresión mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real de los 
genes Smo, Wnt4, Cdh1, Aes, Tcf7 y Myc en fracciones celulares de timos control 
(Figura R3-1) puso de manifiesto diferencias significativas entre los niveles de 
expresión de los genes Cdh1, Cdh2 y Wnt4 en las células estromáticas de timos control 
versus timocitos, por lo que la bajada de expresión observada en estos genes se podría 
atribuir esencialmente a su desregulación en células estromáticas. Este hecho tendría 
una especial trascendencia en el caso de Wnt4, cuya bajada de expresión (como se ha 
comentado) no dejaba de ser sorprendente si hubiese sido en los timocitos. 
 
El análisis de estos 6 genes en las dos fracciones de los tumores (Figura R3-3A 
y B) puso de manifiesto que la desregulación génica ocurría en ambos tipos celulares, 
con comportamientos contrarios incluso en la misma fracción celular (Tabla D1). De 
hecho, la disminución de expresión de Wnt4 en las células estromáticas de todos los 
linfomas y su sobre-expresión en los timocitos de un 30% de los linfomas podría sugerir 
papeles antagónicos en según qué tipo celular. Por tanto, se podría pensar que, en 
ocasiones, Wnt4 se comportaría como oncogen en timocitos inmaduros tumorales.  
A diferencia de los genes anteriores, la sobre-expresión de Smo y c-Myc sucede 
claramente en las dos fracciones celulares, y la situación se invierte en el caso de los 
genes Aes y Tcf7 que ocurre esencialmente en los timocitos. 
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Gen Células Estromáticas Timocitos 
Smo * 70% *20% ; * 50%
Wnt4 *100% * 30% 
Cdh1 *100% *20% ; * 50%
Aes *50% ; * 20% *80% 
Tcf7 *20% ; * 10% *70% 
Myc * 70% * 90% 
Tabla D1. Resumen de las alteraciones génicas en fracciones celulares separadas de muestras de 
linfomas linfoblásticos. Las cifras en rojo indican el % de tumores con el gen sobre-expresado y las 
cifras en azul, el % de tumores con la expresión del gen correspondiente disminuida. 
 
 
Estos resultados demuestran la necesidad de alteraciones tanto en las células 
tumorales per se como en las células estromáticas, y están en concordancia con los 
datos obtenidos del análisis histológico y de detección de apoptosis en esta última 
fracción celular. En este sentido, la pérdida de la integridad y la muerte por apoptosis de 
las células estromáticas alteraría las interacciones imprescindibles para el correcto 
mantenimiento de la homeostasis, de modo que los timocitos no recibirían las órdenes 
adecuadas para su diferenciación [87, 88] o su muerte [89-91]. 





























1. El análisis histológico y citológico mediante citometría de flujo confirma que 
los linfomas tímicos inducidos con radiación γ responden a la categoría de linfomas 
linfoblásticos T, caracterizados por la proliferación de timocitos inmaduros dobles 
negativos (DN), simples positivos inmaduros (ISP) o dobles positivos (DP). 
 
2. Aunque por tratarse de linfomas linfoblásticos se pudiera pensar que las 
células estromáticas deberían permanecer esencialmente inalteradas, se han constatado 
importantes alteraciones morfológicas, correspondientes con la ejecución de programas 
apoptóticos en este tipo de células,  que conllevan pérdida de adhesión y, por tanto, de 
comunicación celular entre las mismas células estromáticas y con los timocitos. 
 
3. El análisis detallado de los patrones de expresión génica de los genes de las 
caderinas E (Cdh1) y N (Cdh2) que se expresan esencialmente en las células 
estromáticas, demuestra la inactivación de ambos genes mediante procedimientos 
epigenéticos, contraviniendo la hipótesis del “intercambio de caderinas” sugerida en 
tumores sólidos y apoyando la importancia de alteraciones en el micro-ambiente tímico 
durante el desarrollo tumoral. 
 
4. El análisis comparativo de los perfiles de expresión génica mediante matrices 
de los principales componentes de la vía de Wnt demostró una bajada significativa en la 
expresión de Wnt4 (en la fracción estromática), y la sobreexpresión de  Wnt9a (en los 
timocitos), que podría estar contribuyendo a la sobre-expresión del oncogen c-Myc. La 
bajada de expresión de los genes supresores Apc y Aes podría estar actuando en esta 
misma línea. 
 
5. La sobre-expresión de Smo, el único componente no-redundante de la vía de 
Hedgehog, en las dos fracciones celulares podría estar facilitando la supervivencia de 
los linfocitos inmaduros, colaborando así con la ruta de Wnt.  




























Materiales y Métodos 
1. Ratones 
 
Para realizar este trabajo se han utilizado ratones de las cepas consanguíneas 
C57BL/6J y BALB/cJ obtenidos de Laboratorios Jackson.  
Las tareas de mantenimiento, cruce y chequeo diario fueron realizadas en el 
Animalario del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa de la Universidad 
Autónoma de Madrid, bajo la supervisión del Dr. Javier Palacín.  
En la manipulación y sacrificio de animales, se siguieron las consideraciones éticas 
dispuestas por la Comisión Europea (Directiva 86/609/CEE), para la utilización de 
animales de laboratorio. 
 
2. Tratamientos con radiación γ 
 
Los tratamientos con radiación γ utilizados para la obtención de muestras fueron 
aplicados a ratones de 4-5 semanas de edad.  
El primer tratamiento consistió, esencialmente, en la irradiación semanal de cuerpo 
completo con dosis fraccionadas de 1,75 Gy, a partir de una fuente de 137Cs, durante 
cuatro semanas [39]. Tras la última irradiación se hizo un cuidadoso seguimiento de los 
ratones durante un periodo de latencia comprendido entre las semanas 12 y 25, de modo 
que la aparición y evolución de síntomas característicos del desarrollo de linfomas 
tímicos (aumento del tamaño del bazo y/o de nódulos linfoides, postura encorvada, 
respiración entrecortada, pelaje alborotado o letargia) marcaba el sacrificio de los 
animales con tumores, mientras que los individuos que sobrevivían (sin haber 
desarrollado los síntomas tumorales) fueron sacrificados al final del periodo de latencia.  
 El segundo tratamiento aplicando a los ratones una única dosis de 1,75 Gy, 
sacrificándolos tras 24 horas.  
 
De este modo, se han utilizado  cuatro grupos de muestras en este trabajo:  
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1) Doce linfomas tímicos a partir de ratones de la cepa C57BL/6J y catorce a partir 
de la F1 del cruce de hembras y machos de las cepas C57BL/6J y BALB/cJ. 
2) Once ratones que, tras ser irradiados, no desarrollaron linfoma tímico.  
La presencia/ausencia definitiva de linfoma tímico se decidió en base al peso de la 
glándula y a criterios citológicos e histológicos [38]. 
3) Nueve ratones tratados con dosis única. 
4) Catorce animales de la cepa C57BL/6J y tres híbridos F1 (C57BL/6Jx BALB/cJ) 




Los timos completos pertenecientes a tres individuos control, a tres que 
desarrollaron linfomas tímicos, a tres individuos sometidos a tratamiento con dosis de 
radiación fraccionada y a cinco de animales irradiados con dosis única, se fijaron en 
formaldehído tamponado con solución salina de fosfato (PBS: NaCl 137 mM, KCl 2.7 
mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM) al 3,7%, inmediatamente después de su 
extracción y se mantuvieron a 4ºC un máximo de 72 horas. 
La inclusión en parafina de los tejidos y la tinción con Hematoxilina&Eosina de las 
secciones se realizaron siguiendo protocolos convencionales. 
 
4. Separación de fracciones celulares 
 
Las muestras tímicas correspondientes a ocho individuos control, a diez ratones que 
desarrollaron linfoma tímico tras el tratamiento con dosis fraccionadas de radiación, a 
cinco animales que no desarrollaron linfoma en estas condiciones y a tres ratones 
irradiados con una única dosis de radiación, cuidadosamente recogidas, se disgregaron 
mecánicamente con el émbolo de una jeringa estéril sobre una membrana de nylon (BD 
Falcon Cell Strainer), haciendo pasar la fracción de células enriquecidas en timocitos a 
4 ml de PBS. 
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La fracción celular enriquecida en células estromáticas se aisló, entonces de acuerdo 
al método descrito por Gray et al 2002 [5], mediante digestión enzimática (colagenasa D 
0,125% (p/v) con DNasa I 0,1% (p/v) (ambos productos de  Roche) en 5 ml de RPMI-
1640 (Gibco)).  
Los timocitos se aislaron mediante centrifugación en gradiente de Ficoll-Hypaque 
(Pharmacia Biotech) según instrucciones del fabricante. 
 
5. Citometría de flujo 
 
Los timos extraídos de ratones control fueron disgregados inmediatamente, 
procediéndose a la separación de las fracciones celulares tal y como se detalla en el 
apartado anterior.  
Las tinciones se realizaron en 0,5x106 células en el caso de los timocitos y en 3x106 
células en el caso de células estromáticas. 
Después de lavarlas mediante centrifugación a 1000 rpm durante 5 minutos a 4ºC en 
solución de tinción (PBS 1X, FBS descomplementado 1%, BSA 1% (p/v), 0,01% Azida 
sódica), las células se incubaron durante 20 minutos en la oscuridad a 4ºC con los 
anticuerpos primarios correspondientes y los controles de isotipo adecuados (Tabla I). 
Posteriormente se lavaron en solución de tinción, de nuevo mediante centrifugación, en 
las mismas condiciones anteriores.  
Las muestras se procesaron en un citómetro de flujo Coulter EPIS-XL. 
  
6. Aislamiento de ácidos nucléicos (ADN y ARN) y proteínas 
 
Para la extracción de ADN se utilizó DNAzolTM (Progenetics), siguiendo las 
instrucciones descritas por el fabricante. Posteriormente se cuantificó la concentración 
en espectrofotómetro (GeneQuant pro GE-Amersham). 
El aislamiento de ARN se realizó utilizando TripureTM  Isolation Reagent (Roche), 
siguiendo las especificaciones del fabricante.  Mediante espectrofotometría (Nanodrop 
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ND1000, Nanodrop Technoligies) se determinaron la concentración de las muestras y 
su pureza (ratio A260:A280≥1,8). Además, se comprobó la presencia de las dos bandas de  
ARN ribosómico de 28S y 18S, bien definidas, con ratio 2:1, en geles de agarosa con 
formaldehído, que asegura la buena calidad del ácido nucléico extraído.  
Los extractos de proteínas se obtuvieron mediante lisis celular en solución RIPA 
(NaCl 100 mM, Tris–HCl 50 mM pH 7.4, MgCl2 5 mM, deoxicolato sódico 0.5%, SDS-
sodium dodecyl sulfate-0.1% y Triton X-100). En el caso de las caderinas, la solución 
de lisis se complementó con CaCl2 10 mM. En cualquier caso, se añadieron las 
cantidades recomendadas de PMSF 1 mM (Sigma), inhibidores de proteasas y 




Se utilizaron 8 parejas de oligonucleótidos (Tabla II), diseñados con el programa 
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) sobre las secuencias de Cdh1 (número de acceso a 
GenBank: X60961) y Cdh2 (número de acceso a GenBank: NM_007664). Para la 
detección de pérdidas de heterocigosidad se utilizaron los primers del marcador 
polimórfico D18Mit21 (http://www.informatics.jax.org). 
Las amplificaciones del ADN genómico se realizaron en un volumen de 25 μl, con 
unas concentraciones finales de Tris-HCl 10 mM, pH 8.4, KCl 50 mM, MgCl2 1,5mM, 
200 μM de cada deoxinucleótido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0,2 μM del 
oligonucleótido correspondiente y 1U de Tgo polimerasa (Roche). 
Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador  (MJ 
Research, Inc.), a partir de 200 ng de ADN bajo las siguientes condiciones: un primer 
paso de 10 minutos a 94ºC, 35 ciclos de 1 minuto a 94ºC, 1 minuto a Tª de anillamiento 
óptima de cada pareja de cebadores y 2 minutos a 72ºC, con una extensión final de 10 
minutos a 72ºC. 
 
- 96 - 
Materiales y Métodos 
Los productos de  PCR se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%, 
utilizando bromuro de etidio como agente intercalante para la visualización de las 
bandas. En algunos casos, los productos fueron caracterizados mediante electroforesis 
en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes al 12%, durante 20 horas a 7W 




Los fragmentos amplificados por PCR se analizaron mediante SSCP (de sus siglas 
en inglés, single strand conformation polymorphism). Para ello, las muestras se 
mezclaron (1:1) con tampón de carga (Formamida 95%, azul de bromofenol 0,05% 
(p/v), xilencianol B 0,05% (p/v), EDTA 20mM, NaOH 10mM y SDS 0,1%) y se 
desnaturalizaron durante 10 minutos a 90ºC.  
Los geles no desnaturalizantes se prepararon con “MDE Gel Solution”  (BMA 
products), siguiendo las instrucciones del fabricante.  
La electroforesis se llevó a cabo durante 15 horas a 7W constantes de potencia y el 
revelado se realizó mediante tinción argéntica. 
 
9. PCR específica de metilación (MSP) 
 
Las islas CpG fueron identificadas utilizando el programa CpGPlot (EMBOSS: 
http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/cpgplot.html) en las secuencias promotoras 
publicadas de los genes Cdh1 (número de acceso a GenBank: X60961) y Cdh2 
(Ensembl Mouse Genome ENSMUSG00000024304). 
El ADN, asilado según se mencionó en el apartado 6, fue modificado por tratamiento 
con bisulfito [92], que provoca el cambio a uracilos, mediante deaminación, de los 
residuos de citosinas que carecen de grupo metilo. Después, fue purificado siguiendo el 
método “Wizard DNA Clean-up system” (Promega). 
Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en un termociclador “PTC-100 
Programmable Thermal Controller” (MJ Research, Inc.), utilizando los oligonucleótidos 
- 97 - 
Materiales y Métodos 
detallados en la Tabla III y la polimerasa “FastStart Taq DNA Polymerase” (Roche). 
Las condiciones de amplificación fueron: 12 minutos a 95ºC, seguidos de 35 ciclos de 
30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 55ºC y 30 segundos a 72ºC, con una extensión final 
de 7 minutos a 72ºC. 
Se utilizaron como controles negativo y positivo de metilación, ADN aislado de timo 
normal sin tratar y tratado con SssI metil-transferasa, respectivamente. 
Los productos de PCR fueron cargados en un gel de agarosa al 2% y visualizados 
con bromuro de etidio. 
Los sitios CpG metilados fueron confirmados mediante secuenciación utilizando los 
oligonucleótidos especificados en la Tabla III. 
 
10. Secuenciación de ADN 
 
En determinados casos se confirmaron las secuencias definidas por las parejas de 
cebadores correspondientes utilizando el sistema ABI Prism (Applied Biosystems) de 
terminadores fluorescentes Big DyeTM y el aparato de electroforesis multicapilar 
ABI3730 del CNIO. 
 
11. Matrices (Arrays) de ADNc 
 
Las células estromáticas y los timocitos de tres timos controles y de tres linfomas 
tímicos se lisaron con Tripure. Después de homogeneizar las muestras y realizar la 
extracción orgánica con cloroformo, se añadió un volumen de etanol 70% a las fases 
incoloras que, sin mezclar, se cargaron en columnas del “kit RNeasy midi” (Qiagen). 
Para el aislamiento y purificación del ARN se siguieron las instrucciones del fabricante.  
La síntesis y la reacción de marcaje de las sondas con dUTP-Biotina se llevó a cabo  
en el termociclador PTC-100 Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.), 
utilizando el “kit AmpoLabeling-LPR” (SuperArray) y siguiendo las recomendaciones 
del fabricante.  
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Las membranas de nylon del kit “GEArray Q Series Kit Mouse Wnt Signaling 
Pathway” (SuperArray) se prehibridaron  con la solución adecuada durante toda la 
noche a 60ºC; después se incubaron con las sondas correspondientes en las mismas 
condiciones anteriores, y se revelaron utilizando el kit de quimioluminiscencia 
recomendado (SuperArray). 
Los datos fueron analizados con el programa “GEArrayAnalyzer” (SuperArray) y la 
verificación de los resultados de la matriz se realizó mediante el análisis de expresión 
individual por RT-PCR Cuantitativa en tiempo real (LightCycler) (ver apartado 
siguiente) de algunos genes escogidos (Aes, Apc, Dvl3, Tcf7). 
 
12. RT-PCR cuantitativa en tiempo real (LightCycler) 
 
Los  ensayos de cuantificación de los genes c-Myc, caderinas E y N y Snail se 
realizaron mediante RT-PCR en tiempo real, con la tecnología LightCycler (Roche 
Diagnostics) y el método basado en la transferencia de energía de resonancia 
fluorescente (FRET, de sus siglas en inglés). El gen de ratón de la cadena 5 β de la 
tubulina (Tubb5) (http://www.informatics.jax.org) fue utilizado como control interno de 
amplificación y de calidad del ARN. 
La identificación de los productos de PCR y su cuantificación se basó en el uso de 
sondas de hibridación específicas consistentes en dos oligonucleótidos diferentes, uno 
marcado con fluoresceína en el extremo 3’ (fluoróforo donador) y el otro marcado en el 
extremo 5’ con “LightCycler-Red640” o el “LightCycler-Red705” (fluoróforos 
aceptores). Las sondas de hibridación fueron diseñadas por TibMolBiol. 
Las reacciones de RT-PCR se realizaron en muestras de timo total y en muestras de 
fracciones celulares, utilizando el kit para RT-PCR en un solo paso “LightCycler-RNA 
Master Hybridization Probes” (Roche Molecular Biochemicals). Se utilizaron 200 ng de 
ARN total para generar el ADNc en cada reacción, así como Mn(Oac)2  3.25 mM, 0.5 
μM de cada primer, 0.2 μM de cada sonda de hibridación y la mezcla 1X del kit ‘LC 
RNA Master Hybridization Probes’. Los ADNcs de cada gen y del gen Tubb5 fueron 
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coamplificados utilizando los cebadores descritos en la Tabla IV, según las siguientes 
condiciones: 2 minutos a 95ºC y 40 ciclos de 10 segundos a 95ºC, 30 segundos a 55ºC y 
15 segundos a 72ºC (en este paso se tomaban las medidas). 
 
 
Para los genes Smo, Wnt4 y Aes (Groucho), Apc, Dvl3 y Tcf7 se realizó la RT-
PCR utilizando también la tecnología LightCycler, pero utilizando como método de 
detección el marcaje con SYBR Green. En este caso se prepararon dos mezclas de 
reacción diferentes: una para el gen diana y otra para el gen de referencia, G6PD 
(“Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase”). Ambas incluían Mn(Oac)2 3.25 mM, 0.3 
μM de cada primer y la mezcla 1X del kit “LC RNA Master SYBR Green I” (Roche 
Molecular Biochemicals). Las condiciones de amplificación fueron las mismas que en el 
caso de la utilización de sondas, al igual que la cantidad de ARN total de partida (200 
ng). Los cebadores empleados se detallan en la Tabla V. 
 
El nivel de expresión de los genes se calculó, en cada muestra, con el método de 
cuantificación relativa normalizada del calibrador del software “LightCycler Relative 
Quantification” (Roche Molecular Biochemicals). 
 
13. Western Blot 
 
Las electroforesis se realizaron en geles de acrilamida/bisacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 8%. En el caso de las caderinas se cargó una cantidad 
de proteína total de 35 μg; y para el análisis de PARP se cargaron 65 μg.  
La transferencia a membranas de nitrocelulosa pura (Bio-Rad) se llevó a cabo 
durante 1 hora 30 minutos a 4ºC, y se comprobó mediante tinción con rojo Ponceau. 
Después se bloquearon durante 2 horas a temperatura ambiente con leche desnatada al 
5% en TBS (TrisHCl 10 mM, pH8; NaCl 150 mM)-Tween 0,1%.  
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La incubación con los anticuerpos primarios (ver TABLAI) se llevó a cabo a 4ºC 
durante toda la noche. Tras 3 lavados con TBS-Tween 0,1% de 5 minutos a temperatura 
ambiente, se incubó con los secundarios apropiados acoplados a peroxidasa (ver 
TABLAI). Posteriormente las membranas se lavaron con TBS-Tween 0,1% durante 10 
minutos a temperatura ambiente tres veces y se incubaron con “Lumi-LightPLUS 
Western Blotting Substrate” (Roche) para su revelado. 
Se utilizó el anticuerpo anti β-actina de ratón (Sigma) como control de carga. Y 
como controles positivos para las caderinas E y N se cargaron extractos de proteínas de 
células HaCaT y de cerebro, respectivamente. 
Las cantidades de proteínas correspondientes fueron cuantificadas mediante 




Las secciones de 2 μm en portaobjetos de polilisina (Menzel-Glaser) de los 
diferentes grupos de muestras se obtuvieron mediante cortes seriados en microtomo 
Reichert jun.  
La desparafinación se realizó durante toda la noche a 60ºC y después durante 30 
minutos en xilol. Posteriormente se hidrataron mediante pases sucesivos en alcoholes de 
gradación decreciente hasta H2O destilada. Se lavaron en PBS durante 5 minutos. 
El desenmascaramiento de antígenos se llevó a cabo mediante digestión enzimática 
con proteinasa K (Roche) (0,01 mg/ml) 15 minutos a 37ºC. Tras dos lavados de 5 
minutos en H2O destilada y en PBS, se procedió a hervir las muestras en solución  
citrato (ácido cítrico 1,8mM, citrato de sodio 8,6mM) en dos pasos de 5 minutos en 
microondas a potencia máxima. Después de atemperar durante 20 minutos se lavaron 
las muestras 5 minutos en H2O destilada y en PBS. 
Para eliminar la autofluorescencia, las muestras se incubaron durante 10 minutos 
a temperatura ambiente con cloruro amónico 50 mM. Las muestras se lavaron durante 5 
minutos con PBS y 10 minutos con  PBS- Tritón X-100 0,1%. 
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Tras bloquear las secciones 30 minutos a 37ºC con solución de bloqueo (Zymed 
Laboratories Inc.) en cámara húmeda, se incubaron con anti caderina E de ratón (1:50), 
durante 1 hora 30 minutos a 37ºC. Después de lavar 15 minutos en PBS, se incubó el 
anticuerpo secundario Alexa 488 (1:200) durante 1 hora a 37ºC. Las muestras se 
lavaron, de nuevo en PBS durante 15 minutos y se contratiñeron con DAPI (Roche) 
durante un minuto. Tras lavar en las mismas condiciones anteriores, las muestras se 
montaron con “Vectashield” (Vector Laboratories Inc.) y se sellaron con laca. 
Las preparaciones fueron analizadas en un microscopio (Olympus BX61) equipado 
con una lámpara de mercurio HBO de 100 W y acoplado a una cámara digital Olympus 
DP70 para la captura de imágenes. Los filtros utilizados fueron el ultravioleta para 
DAPI (UV, filtro de excitación BP 360-370 y filtro de barrera BA 420) y azul para el 




Los extractos proteicos de seis timos normales se sometieron a inmunoprecipitación 
para las caderinas E y N (tres timos por cada proteína), utilizando proteína G-Sefarosa 
(Sigma). 
Por un lado, los extractos de timo total se incubaron con 20 μl de resina durante una 
hora a 4ºC con rotación. Después de un pulso en centrífuga refrigerada se reservaron los 
sobrenadantes a los que se añadió PMSF 1mM. 
En las mismas condiciones, se mezclaron las inmunoglobulinas contenidas en suero 
de ratón (cedido por la Dra. María Luisa Toribio), con la misma cantidad anteriormente 
mencionada de sefarosa (20 μl por punto de inmunoprecipitación). Tras un pulso en 
centrífuga refrigerada, se descartó el sobrenadante y se lavó el precipitado con PBS 1X 
frío, dos veces. Después se resuspendió en solución de lisis. 
Los sobrenadantes tratados se incubaron con la resina bloqueada contra uniones 
inespecíficas durante tres horas a 4ºC con rotación. Después de un pulso, los 
precipitados se lavaron tres veces en las mismas condiciones de lavado mencionadas 
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anteriormente y se guardaron como controles; los sobrenadantes se centrifugaron por 
separado a 13000 rpm durante 15 minutos a 4ºC y se transfirieron a tubos nuevos, 
descartando los precipitados. 
Por otro lado, las cantidades adecuadas de anticuerpos contra estas caderinas se 
incubaron en 1 ml de PBS 1X con 20 μl de resina por punto de inmunoprecipitación, 
durante toda la noche a 4ºC con rotación. Tras un pulso en centrífuga refrigerada, se 
descartaron los sobrenadantes y se lavaron los precipitados con PBS 1X frío dos veces. 
La proteína G-Sefarosa precipitada se resuspendió en el volumen adecuado de solución 
de lisis. 
Los extractos tratados se mezclaron con 50-100 μl de resina unida a los anticuerpos 
contra las caderinas E y N durante toda la noche a 4ºC con rotación. Después de un 
pulso se descartaron los sobrenadantes y se lavaron los precipitados en las mismas 
condiciones anteriores, para almacenarlos hasta analizarlos mediante Western Blot.  
Se utilizó una muestra de cerebro como control positivo para caderina N. 
 
16. Análisis estadístico 
 
Para comprobar que las variables seguían una distribución normal se realizó la 
prueba de normalidad Shapiro-Wilk y para la prueba de la normalidad de la varianza se 
utilizó el estadístico de Levene. 
Las herramientas en la comparación de medias fueron el análisis de la varianza 
(ANOVA) con comparación de Tukey posterior en el caso de comparar varios grupos 
muestrales o t de Student cuando la comparación se realizaba entre dos grupos de 
muestras diferentes. Se utilizó el programa SPSS (SPSS Inc., version 14.0) para 
Windows. 
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 Tabla I. Anticuerpos primarios y secundarios.  
Becton DickinsonCitometríaFITCIgG2aK rataCD8 ratón
Becton DickinsonCitometríaPEIgG2aK rataCD8a ratón
Becton DickinsonCitometríaFITCIgG2aK rataCD4 ratón
Becton DickinsonCitometríaFITC ó PE-IgG1K Hamster























Becton DickinsonFITC ó PE-IgG2aK
Becton DickinsonCy-IgG 2aK ratón
Becton DickinsonCyIgG 2aK ratónCD45 ratón
FuenteConjugadoIsotipoEspecificidad
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Tabla II. Cebadores para PCR. 
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ADN/DNA: Ácido Desoxirribonucleico / Desoxi ribonucleic Acid 
ADNc: Ácido Desoxirribonucleico Complementario 
ARN/RNA: Ácido Ribonucléico / Ribonucleic Acid 
ARNm: Ácido Ribonucléico mensajero 
BCA: Bicinchoninic Acid (Ácido bicinconínico) 
BSA: Bovine Serum Albumin (Albúmina de suero bovino) 
CD4: Cluster of Differentiation 4 (Conglomerado de Diferenciación 4) 
CEE: Comunidad Económica Europea 
CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 
DAPI: 4’,6-Diamidino-2-phenylindole 
dATP: 2’-deoxyadenosine 5’-triphosphate (desoxiadenosina trifosfato) 
dCTP: 2’-deoxycytidine 5’-triphosphate (desoxicitidina trifosfato) 
dGTP: 2’-deoxyguanosine 5’-triphosphate (desoxiguanosina trifosfato) 
dTTP: 2’-deoxythymidine 5’-triphosphate (desoxitimidina trifosfato) 
dUTP: 2’-deoxyuridine 5’-triphosphate (desoxiuridina trifosfato) 
DN: Double Negative (Doble negativa) 
DP: Double Positive (Doble positiva) 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid (ácido etilendiaminotetraacético) 
ETP: Early Thymocyte Progenitor (Progenitor de timocitos temprano) 
FBS: Fetal Bovine Serum (Suero fetal bovino) 
FITC: Fluorescein Isothiocyanate (Isotiocianato de fluoresceína) 
FRET: Fluorescence-resonance Energy Ttransfer (Transferencia de energía de 
resonancia fluorescente) 
Gy: Greys 
GSK3β: Glycogen Synthase Kinase 3β (Kinasa glicógeno sintasa 3β) 
HSC: Hematopoietic Stem Cell (Célula madre hematopoiética) 
IgG: Immunoglobulin G (Inmunoglobulina G) 
LEF: Lymphocyte-Enhancer-binding Factor (Factor de union-potenciador de 
linfocitos) 
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LH: Linfoma Hodgkin 
LNH: Linfoma No Hodgkin 
LOH: Loss of Heterozygosity (Pérdida de heterocigosidad) 
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Histocompatibilidad) 
MSP: Methylation-specific PCR (PCR específica de metilación) 
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SP: Simple Positive (Simple positiva) 
SPI/ISP: Simple Positiva Inmadura) Immature Single Positive 
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cadena sencilla) 
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TCF: T Cell Factor (Factor de célula T) 
TCR: T Cell Receptor (Receptor de célula T)














Introduction. Five distinct thymic lymphoma sup-
pressor regions have been identified on chromoso-
me 4 (TLSR 1-5), and one on chromosome 19
(TLSR 8) through detection of loss of heterozygo-
sity (LOH). Additionally, the involvement of
p16/INK4a, p15/INK4b, p73, Pten and Fas had been
reported in the most advanced stages of thymic
lymphomagenesis.
Material and methods. Advanced thymic lympho-
mas (n=110) induced by gamma-irradiation in F1
hybrids from a BALB/c and C57BL/6J cross were
analysed using micro-satellite markers on chromo-
somes 13, 14 and 18. 
Results. Of the 110 tumours, 15 (14.5%) exhibited
allelic losses on chromosome 18 at D18Mit21. Com-
parative analyses revealed significant differences
(p<0.0001) for this marker and led us to define a
new critical region of LOH on the proximal part of
mouse chromosome 18, and named as TLSR9 ac-
cording to the Mouse Nomenclature Committee.
Conclusions. The proposed TLSR9 region is ortho-
logous with 18q11 region, which is affected in va-
rious types of human cancers (Mitelman Database
of Chromosome Aberrations in cancer (2002) Mitel-
man F, Johansson B and Mertens F (eds),
http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman),
and contains N-cadherin as a possible candidate
gene.
Key words: thymic lymphomas, g-radiation, suscepti-
bility, N-cadherin.
Matabuena M, Santos J, Fernández-Piqueras J. Evidence for a
new tumour suppressor gene locus for γ-radiation-induced
thymic lymphoma located on the proximal part of mouse ch-
romosome 18. Rev Oncol 2004; 6 (2):
Evidencias de un nuevo locus supresor de
linfomas tímicos inducidos con radiación-γ
en la parte proximal del cromosoma 18 de
ratón
Introducción. Hasta la fecha, han sido identificados
5 locus supresores de linfomas tímicos en el cromo-
soma 4 de ratón (TLSR 1-5) y uno en el cromosoma
19 (TLSR 8) mediante la detección de pérdidas de
heterocigosidad (LOH). Además, se ha descrito la
implicación de los genes p16/INK4a, p15/INK4b,
p73, Pten y Fas en los estadios más avanzados de la
linfomagénesis
Material y métodos. Se analizaron 110 linfomas tí-
micos inducidos mediante radiación gamma en hí-
bridos F1 del cruzamiento entre las cepas BALB/c y
C57BL/6J utilizando marcadores polimórficos de ti-
po microsatélite repartidos a lo largo de los cromo-
somas 13, 14 y 18 de ratón.
Resultados. Dieciséis de 110 linfomas tímicos
(14,5%) mostraron pérdidas alélicas en el cromoso-
ma 18 para el marcador D18Mit21. Un análisis com-
parativo reveló diferencias significativas (p<0,0001)
para este marcador, por lo que se podría definir
una nueva región de LOH en la parte proximal del
cromosoma 18 de ratón denominada TLSR9 de
acuerdo con el Comité de Nomenclatura del Ratón.
Conclusiones. La región TLSR9 propuesta es ortólo-
ga de la región 18q11, que se ve afectada en nume-
rosos tipos de cánceres humanos (Mitelman Data-
base of Chromosome Aberrations in cancer (2002)
Mitelman F, Johansson B and Mertens F (eds),
http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman), y
contiene el gen N-caderina como posible candidato.
Palabras clave: linfomas tímicos, radiación-g, suscep-
tibilidad, N-caderina.
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INTRODUCTION
Murine thymic lymphomas induced by g-radiation in
F1 hybrids have proven to be an useful model orga-
nism in the searching of tumour suppressor genes th-
rough detection of loss of heterozygosity (LOH).
Using (BALB/cJ x C57BL/6J)F1 and (RF/J x
C57BL/6J)F1 hybrids, we identified 5 distinct thymic
lymphoma suppressor regions on chromosome 4
(TLSR 1-5)1-3 and one on chromosome 19 (TLSR 8)4.
Additionally, we found evidence of the involvement of
p16/INK4a, p15/INK4b, p73, Pten and Fas in the most
advanced stages of thymic lymphomagenesis4-6. Ot-
her authors had also described allelic losses on chro-
mosomes 12 (TLSR 6), 16 (TLSR 7) and 117-10 in si-
milar thymic lymphomas induced in different mouse
strains (essentially BALB/c, and MSM).
In this paper an extension of our initial allelotype
analysis in tumours induced by g-irradiation in
(BALB/cJ x C57BL/6J)F1 hybrids, has allowed us to
define a new critical LOH-region on chromosome 18
(TLSR9), centered at the D18Mit21 marker, which
contains the N-cadherin as a possible candidate gene. 
MATERIALS AND METHODS
Mice and induction of tumors
Reciprocal interstrain crosses, involving males and
females from the strains BALB/cJ and C57BL/6J were
made to generate F1 hybrid mice. Thymic lympho-
mas were induced by whole body g-radiation distri-
buted in 4 weekly doses of 1,75 Gy, starting with 35-
60-day-old mice. Thymic lymphoma development
was observed in mice at weekly intervals beginning
12 weeks after g-irradiation and up to 26 weeks. Trea-
ted mice were sacrificed when they showed obvious
signs of the disease, such as enlargement of spleen or
lymph nodes detectable by palpation, hunched postu-
re, shortness of breath, ruffled fur, or lethargy. Survi-
vors were sacrificed at the end of the latency period
(26 weeks). Thymus weight in excess of 100 mg at
MATABUENA M, SANTOS J, FERNÁNDEZ-PIQUERAS J. EVIDENCE FOR A NEW TUMOUR SUPPRESSOR GENE LOCUS FOR 
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Fig. 1. Representative allelotype analysis of chromosomes 13(a), 14(b) and 18(c). The first three lanes on all panels represent
control DNA samples from the parental strains C57BL/6J (B6), BALB/cJ (Bal) and their F1 hybrids (F1). The remaining lanes
represent tumour DNA samples. D18Mit21 marker showed LOH in a significant fraction of the tumours (arrows) analysed.
necropsy and serology of T-cell markers were used as
criteria for the presence of thymic lymphoma in ac-
cordance with experiments previously described1. All
of 110 tumor samples analysed in this study were T-
cell lymphomas in the most advanced stage of their
development (frank lymphomas).
Polymorphic Markers
Allelotype analysis to detect LOH was performed on
chromosome 13 with 6 polymorphic microsatellite
markers spanning from 8 cM to 71 cM (D13Mit153,
D13Mit198, D13Mit179, D13Mit285, D13Mit130 and
D13Mit151), chromosome 14 with 7 microsatellite
markers from 5 cM to 63 cM (D14Mit126, D14Mit152,
D14Mit113, D14Mit193, D14Mit160, D14Mit165 and
D14Mit107) and chromosome 18 using 20 polymorp-
hic markers) (figs. 1 and 2). All PCR primers were
obtained from the Mouse Genome Database
(http://www.informatics.jax.org). 
PCR amplifications
DNA amplifications were performed in a volume of
25 µl with a final concentration of 10 mM Tris-HCl,
pH 8.4, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 200 µM each of
dATP, dCTP, dGTP and dTTP; 0,2 µM each of forward
and reverse primers; and 1 U of Tth polymerase. Two
hundred nanograms of genomic DNA as template
were used in each PCR reaction. PCR were carried
out in a PTC-100 Programmable Thermal Controller
(MJ Research, Inc.). PCR products were electropho-
resed in agarose gels, 12% acrylamide TBE-buffered,
or 6% denaturing acrylamide TBE-buffered gels , and
detected by direct ethidium bromide staining (agaro-
se gels) or by silver staining (acrylamide gels).
RESULTS 
In this paper we have analysed 110 advanced thymic
lymphomas induced in F1 hybrids between BALB/c
and C57BL/6J, using microsatellite markers throug-
hout chromosomes 13, 14 and 18. No LOH were
found on chromosomes 13 and 14, but 16 out of 110
tumours (14,5%) exhibited allelic losses on chromo-
some 18 at D18Mit21 (6 cM), exclusively. Interes-
tingly, 15 out of 16 LOH involved to the BALB/cJ alle-
le (fig. 1). A comparative analysis between allelic
losses occurring on chromosome 18 and those appea-
ring on other chromosomes, using the markers des-
cribed in Santos et al1,2,4, revealed significant diffe-
rences (p<0.0001) for D18Mit21, and led us to define
a new critical region of LOH on the proximal part of
mouse chromosome 18 named as TLSR9 according
to the mouse nomenclature committee (fig. 2).
DISCUSSION
The proposed TLSR9 region is clearly favoured by
the comparison between mouse and human genomes
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Fig. 2. Loss of heterozygosity
(LOH) mapping of chromosome
18 in g-radiation induced thymic
lymphoma. Order of and precise
distances between the microsa-
tellite markers used in the alle-
lotype analyses are represented
to the left of the chromosome
18. The black bar to the right of
the chromosome 18 indicates
the critical LOH region (TLSR
9).
(Ensembl Human Genome Server, Synteny View) sin-
ce there is a conserved synteny between TLSR9 and
18q11, a region which is frequently affected by recu-
rrent translocations and deletions in various types of
cancers (Mitelman Database of Chromosome Aberra-
tions in cancer (2002) Mitelman F, Johansson B and
Mertens F (eds.), http://cgap.nci.nih.gov/Chromoso-
mes/Mitelman).
Using the data provided by the Project Ensembl of the
Sanger Centre and European Bioinformatics Institute
(EBI) (http://www.ensembl.org), the LOH region ex-
pands over 1.717 Mb length, and contains three En-
sembl known predicted genes (N-cadherin, S100a11
and 2010203J19Rik), as well as two novel predicted
genes (fig. 1). From all these, the N-cadherin gene (6
cM) might be considered as a good candidate gene
since cell-to-cell adhesion is dramatically changed
during the development of malignant cancer. This ge-
ne is a member of a family of single-pass transmem-
brane proteins that mediate Ca2+-dependent adhesion
between the cells of solid tissues which includes P-,
E-, R-, and VE-cadherin (classical cadherins, type I)11.
In regard to oncogenesis, the reduced expression of
E-cadherin has been described as an essential event
in advanced carcinomas12-14. However, unexpectedly,
a significant enhancement of N-cadherin protein has
been found in invasive undifferentiated breast carci-
noma cells15,16. Thus, further mutational and functio-
nal studies of N-cadherin should be done in order to
confirm a possible role for this gene in the develop-
ment of γ-radiation-induced thymic lymphomas.
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Aberrant expression of some tumour suppressor genes
and oncogenes by thymocytes had been involved in the
development of primary thymic lymphomas induced by
g-irradiation, but genetic alterations affecting critical
genes expressed by stromal cells have not been yet
explored. This paper analyzes a series of such tumours
induced in C57BL/6J and in F1 hybrids of BALB/c and
C57BL/6J mouse strains. As expected, hystopathological
analyses revealed profound disorganizations within the
thymus with a poor demarcation of the cortical and medul-
lar areas. Immunological and quantitative on-line
RT–PCR analyses confirm that E-cadherin (Cdh1) is essen-
tially expressed by stromal cells of the thymus, while evid-
encing that the expression of this gene is significantly
reduced in all tumours. In addition, and contrary to
what one would expect, N-cadherin (Cdh2) that is exclus-
ively expressed by stromal cells is likewise down-regulated
in most of the thymic lymphomas. Although hypermethyla-
tion of the promoter region appears to be involved in the
inactivation of Cdh2 in all tumours, additional epigenetic
mechanisms mediated by repressors such as Snai1 may also
play a role in Cdh1 silencing. These results represent
the first reported case for tumour-associated gene altera-
tions occurring not in the tumour cells per se, but in the
stromal cells of primary thymic lymphomas. Additionally,
since the expression of both genes is significantly
up-regulated after a single high dose of g-radiation, but
remained unchanged in treated thymic-lymphoma-
free-mice, epigenetic down-regulation of E- and N-cadherin
appears to occur concomitantly with the progression
towards the most advanced stages of g-radiation-induced
thymic lymphomas.
Introduction
Gamma-radiation-induced thymic lymphomas consist of
a heterogeneous group of T-cell lymphoblastic lymphomas
characterized by an uncontrolled expansion of immature
T-cell precursors that fail to complete differentiation.
A number of papers have shown that alterations of several
oncogenes and tumour suppressor genes expressed by thymo-
cytes help explain the development of this kind of lymphomas
(1–12). Still the thymus is a heterogeneous lobed organ having
also stromal cells that provide a variety of microenvironments
where thymocytes proliferate and mature (13). As of this writ-
ing there are no reports recording genetic alterations of critical
genes expressed by stromal cells during the origin and/or
progression of thymic lymphomas.
In order to characterize the pattern of expression of some of
these genes, our research focused on E- and N-cadherin that are
expressed by stromal epithelial and mesenchymal cells,
respectively. Classical cadherins encode for a group of mem-
brane receptors that mediate calcium-dependent homotypic
(and sometimes heterotypic) cell-to-cell adhesion. These
proteins might be involved in the maintenance of haematopoi-
etic stem cells, acting as a negative regulator of WNT-pathway
signalling by binding thereby and sequestering b-catenin from
the nucleus. Alternatively, the accumulation of b-catenin in the
cytoplasm may facilitate its displacement to the nucleus, where
it would bind to the transcriptional factor Tcf thereby stimu-
lating transcription of target genes involved in cell
proliferation and differentiation (13–15).
In mice, both stromal epithelial cells as well as fetal
thymocytes and a fraction of the neonatal and adult T-cells
clearly express E-cadherin (16,17). Interestingly, the progres-
sion of double-negative (CD4CD8) to double-positive
(CD4+CD8+) thymocytes may be disturbed after inhibition
of the homotypic E-cadherin interactions (18). Furthermore,
interactions of thymic epithelial cells (expressing E-cadherin)
with CD103+ thymocytes [expressing aE(CD103)b7 integrin]
can lead to enhanced thymocyte proliferation in human (19).
Several other classical cadherins (Cadherin-6, 8 and 11) have
also been found by RT–PCR on murine thymocytes, though
these studies have not been confirmed on immunological
ground (17). In human bone marrow N-cadherin is expressed
by early haematopoietic progenitor cells (CD34+CD19+) but
is down-regulated by more mature progenitor cells (20).
In oncogenesis, both a loss of the epithelial E-cadherin
(Cdh1) and a gain of the mesenchymal cadherins such as N-
cadherin (Cdh2) have been reported during the progression of
many solid tumours (14). Still, the role of cadherins in primary
haematological malignancies is only starting to be recognized
(21–24). For this reason, it is reasonable to think that the study
of these members of the cadherin family in the thymus may
help us reach a more precise knowledge of the molecular
alterations underlying the progression of thymic lymphomas.
In this study, we report that in the thymus of mice
E-cadherin is essentially expressed by stromal cells and to a
lesser extent by thymocytes, whereas N-cadherin is only
expressed by stromal cells. In addition, the analysis of a sample
series of g-radiation-induced murine-thymic-lymphomas
revealed significant reductions of both E- and N-cadherin in
all tumours examined suggesting the existence of epigenetic
Carcinogenesis vol.27 no.5 pp.1081–1089, 2006
doi:10.1093/carcin/bgi331
Advance Access publication December 24, 2005
# The Author 2005. Published by Oxford University Press. 1081
All rights reserved. For Permissions, please email: journals.permissions@oxfordjournals.org
control events. For such reasons, we propose that the down-
regulation of stromal E- and N-cadherin in these cells may be
contributing to the development of primary thymic lymphomas.
Materials and methods
Mice and tumour induction
Reciprocal inter-strain crosses, involving males and females from the BALB/cJ
and C57BL/6J strains, were carried out in order to generate F1 hybrid mice.
Five adult mice were treated with a single high dose of g-radiation (10 Gy) and
killed 24 h later. A series of 14 thymic lymphomas were obtained by whole
body g-radiation of 17 adult mice split into four weekly doses of 1.75 Gy as
described in a previous work (25). Five additional thymic lymphomas were
induced in C57BL/6J mice. All of the tumour samples were frank T-cell
lymphomas in their most advanced stage of development.
Sample cell fractionation
Samples from three thymic lymphomas, two thymuses of mice treated with a
single high dose and three control-healthy thymuses from C57BL/6J mice were
washed and strained through a nylon mesh (BD Falcon Cell Strainer, BD
Biosciences, Belgium). Stroma-enriched cell fractions were obtained by col-
lagenase digestion according to a previously described method (26). This
procedure allows for the discrimination of a significant amount of stromal
cells (including epithelium, endothelium, reticular fibroblasts, macrophages,
dendritic cells and neuroendocrine cells) from other cells (CD45) derived
from the haematopoietic stem cells. Thymocyte isolation was carried out by
centrifugation on Ficoll-Hypaque (Pharmacia Biotech, Upsala, Sweden) as
described previously (27). Thymocytes were afterwards positively selected
by magnetic sorting using the Pan T-cell Isolation kit (Miltenyi Biotec
Gmbh, BG, Germany). The purity of the isolated thymocytes was confirmed
through flow cytometry (Cytomics FC 500 Series Flow Cytometry Systems,
Beckman Coulter, Fullerton, CA) using fluorescein isothiocyanate (FITC)-
conjugated anti-CD3 (Becton Dickinson, Pharmingen, Franklin Lakes, NJ),
SPRD-conjugated anti-CD45 (Southern Biotech, Birmingham, Alabama), phy-
coerythrin (PE)-conjugated anti-CD4 (Becton Dickinson, Pharmingen) and
FITC-conjugated anti-CD8 (Becton Dickinson, Pharmingen).
Histopathology and immunofluorescence staining
For histopathology two control thymuses from C57BL/6J and two g-radiation-
induced thymic lymphomas were fixed with 4% formaldehyde in phosphate-
buffered saline (PBS) overnight at 4C, and embedded in paraffin. Tissue
sections were prepared, stained with hematoxylin and eosin and examined
under the microscope. Immunofluorescence staining was also performed on
fine tissue sections (2 mm) of control thymuses and thymic lymphomas using
mAb to E-cadherin (1:50, Becton Dickinson, Pharmingen). The secondary
antibody used was Alexa 448 (Molecular probes, Eugene, OR). The sections
were mounted on Vectashield (Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA) and
the preparations were visualized with an Olympus photomicroscope IMT-2,
equipped with a HBO 100 W mercury lamp. The corresponding filter sets for
fluorescence microscopy used were ultraviolet (UV, 365 nm, exciting filter
UG-1) for 40,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Roche) and blue (450–490
nm. Exciting filter BP 490) for Alexa.
Quantitative real-time RT–PCR
For the determination of gene expression levels of N- and E-cadherin, as well
as those of Snai1, a quantification assay on the basis of real-time reverse
transcription PCR with a LightCycler instrument (Roche Diagnostics,
Penzberg, Germany) was established, by means of a fluorescence-resonance
energy transfer (FRET) technique. This method involves two oligonucleotide
probes that bind to the target DNA. In our case the 30 probe had a donor
fluorophore (fluorescein) at the 50 end whereas the 50 probe had an acceptor
fluorophore (LightCycler-Red 640 or LightCycler-Red 705) at the 30 end. RT–
PCR of the gene encoding the tubulin beta 5 chain (Tubb5) (http://www.
informatics.jax.org) was used as an internal control of the RNA quality and
its amplification. Primers for mRNA amplifications and for the FRET probes
were as follows: for Cdh1, 50-AAGTGACCGATGATGATGCC-30 (forward),
50-CTTCATTCACGTCTACCACGT-30 (reverse), 50-GTCACAGACCCCAC-
GACCAATGAT-30 (fluorescein) and 50-GCATTTTGAAAACAGCCAAGG-
GC-30 (LCRed640); for Cdh2, 50-GTGGAGGCTTCTGGTGAAAT-30
(forward), 50-CTGCTGGCTCGCTGCTT-30 (reverse); 50-ATTGCAGTTGCT-
GAATTTCACATTGAGA-30 (fluorescein), and 50-GGCTGTCCTTCG-
TGCACATCCTTC-30 (LCRed640); for Snai1, 50-CTCTGAAGATGCACA-
TCCGAA-30 (forward), 50-ACTGGTATCTCTTCACATCCGAGT-30
(reverse), 50-CGTCCGCACCCACACTGG-30 (fluorescein), 50-GAGAAGC-
CATTCTCCTGCTCCCAC-30 (LCRed640); and for Tubb5, 50-TGGGAC-
TATGGACTCCGTTC-30 (forward), 50-AAAGCCTTGCAGGCAATCA-30
(reverse), 50-GGCCTTTAGCCCAGTTGTTGCCT-30 (fluorescein) and 50-
CCCCAGACTGACCGAAAACGAAGTT-30 (LCRed705). The hybridization
probes were designed by TibMolBiol, Berlin (Germany). RT–PCRs were
performed in either total thymus samples or cell fractions by means of
the one-step LightCycler (Roche) kit. Two-hundred nanograms of total
cellular RNA, extracted by the TriPure Isolation Reagent method (Roche),
were used to generate cDNA in a reaction containing 3.25 mM of Mn (OAc)2,
0.5 mM of each primer, 0.2 mM of each probe and 1· LC RNA Master
Hybridization Probes mix (Roche). The cDNA of Tubb5 was subsequently
co-amplified with the cDNA of either Cdh1 or Cdh2 or Snai1 under the fol-
lowing PCR conditions: 95C for 2 min followed by 40 cycles with 95C for
10 s, 55C for 30 s and 72C for 15 s (it was at this stage that the on-line
measurements took place). The expression level in each sample was estimated
with the calibrator normalized relative quantification method of the Light-
Cycler Relative Quantification software (Roche). Statistical significances
were determined using a one-way ANOVA with a Tukey comparison post-
test. All statistical tests were carried out using SPSS software (SPSS Inc.,
version 12.0, Chicago, IL).
Immunoblotting
For the analysis of the cadherin total control thymuses or thymic lymphomas
were lysed in the TriPure Isolation Reagent (Roche) or the RIPA Cell Lysis
buffer: 100 mM NaCl, 50 mM, pH 7.4, Tris–HCl, 5 mM MgCl2, 0.5% Deoxy-
cholic acid, 0.1% sodium dodecyl sulfate and Triton X-100, containing 10 mM
CaCl2 with 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (Sigma, St Louis, MI), and
recommended amounts of Protease Inhibitor Cocktail and Phosphatase
Inhibitor Cocktail 2 (Roche). Electrophoresis was performed with 25–30 mg
of protein per sample on 8% SDS–PAGE. The separated gels were
transferred to pure nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Hercules, CA) for
1 h 30 min at 4C. The membrane was incubated in a blocking buffer con-
taining 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 0.1%
Tween-20 and 5% dry milk for 1 h at room temperature. Membranes were
incubated with anti-N-cadherin (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA)
and anti-E-cadherin (kindly provided by Dr A. Cano) monoclonal antibodies
overnight at 4C, then washed and incubated with appropriate secondary
antibodies coupled to horseradish peroxidase. Subsequently, the membrane
was washed and incubated in Lumi-LightPLUS Western Blotting Substrate
(Roche) and exposed to X-ray film. Positive control for E- and N-cadherin
was obtained from HaCaT cells and brain samples, respectively. In
addition, anti-b-actin antibody (Sigma, St Louis, MO) was used as a loading
control.
Methylation-specific PCR (MSP) and DNA sequencing
MSP was carried out following the method developed by Herman et al. (28).
Genomic DNA isolated by standard procedures was modified by treatment with
sodium bisulfite, then purified using the Wizard DNA Clean-up system (Pro-
mega, Madison, WI). CpG islands were identified using the CpGPlot program
(EMBOSS: http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/cpgplot.html) and the
published promoter sequences of Cdh1 (NCBI accession number X60961)
and Cdh2 (Ensembl Mouse Genome ENSMUSG00000024304). In order to
determine the methylation status of both genes the following primers have been
designed: Cdh1 unmethylated primers, 50-TTATTGGTGTGGGAGTT-
GTGGT-30 (sense) and 50-CACCAAACTCCCATAACAAACCCA-30
(antisense) to amplify a 130 bp fragment; Cdh1 methylated primers, 50-
ATTGGTGTGGGAGTCGCGGC-30 (sense) and 50-AACTCCCATAAC-
GAACCCGACA-30 (antisense) to amplify a 135 bp fragment; Cdh2 unmethyl-
ated primers, 50-TTTGTGAGAGTGTTATTTGTTTAGT-30 (sense) and
50-ACACATATACATATATACAAACCAC-30 (antisense) to amplify a
120 bp fragment; Cdh2 methylated primers, 50-CGTGAGAGCGTTATT-
CGTTTAGC-30 (sense) and 50-GCGTATACGTATATACGAACCGC-30
(antisense) to amplify a 121 bp fragment. PCR amplifications were performed
in a PTC-100 Programmable Thermal Controller thermocycler (MJ Research,
Inc., Watertown, MA), using FastStart Taq DNA Polymerase (Roche). The
cycling parameters were 95C for 12 min followed by 35 cycles with 95C for
30 s, 55C for 30 s and 72C for 30 s, and finally 72C for 7 min. DNA isolated
from normal thymuses treated in vitro with SssI methyl transferase and non-
treated were used as positive (methylated) and negative (non-methylated)
controls, respectively. The PCR products were loaded on a 2% agarose gel
and visualized with ethidium bromide. All of the assays were repeated three
times, and methylated CpG sites were confirmed by DNA sequencing using the
following primers: Cdh1 bisulfite sequencing primers, 50-GTTAGAGTA-
TAGTTAGGTTAGGA-30 (sense) and 50-CTACTACACCTAACTCCCA-30
(antisense) which amplify a 372 bp fragment; Cdh2 bisulfite sequencing
primers, 50-AGGGAAGGGAAAAGYGGGGGTT-30 (sense) and 50-
ACCCCCTTCTCCRCTACTCTA-30 (antisense) which amplify a 381 bp
fragment.




As reported by other studies, control thymuses from C57BL/6J
mice exhibit a clear distinction between the cortex and the
medulla (Figure 1A–C). In thymus lymphoma the gland is
considerably larger and the hystopathological sections show
a profound disorganization with a poor demarcation of the
cortical and medullar areas featuring large lymphoblastic T-
cells, frequent mitoses and pycnotic cells (Figure 1D and E).
Finally, stromal cells that are visible in the medulla of control
thymuses (Figure 1C) appear randomly distributed in thymic
lymphomas (Figure 1E).
Expression analyses of E-cadherin and N-cadherin
The expression of E-cadherin in the thymus was initially
determined by immunofluorescence staining (Figure 2). In
control thymuses (Figure 2A and E) strong surface labelling
was found essentially in the medullar-stromal cells and to a
lesser extent in some of the cortical epithelial cells (Figure 2E).
In thymic lymphoma immunoreactivity appears to be restricted
to aggregations of stroma-tumoral cells randomly dispersed
(Figure 2B and F).
Since immunofluorescence staining is not sensitive enough
to exclude the possibility that thymocytes could also express E-
cadherin, we determined which cell types really expressed this
gene through quantitative fluorescent-real-time RT–PCR,
using total RNA from whole-control thymuses and separated
cell fractions. Taking the level of expression of E-cadherin in
control thymuses as a reference unit, similar amounts (200 ng)
of total RNA from the stromal cells exhibited the highest levels
of mRNA expression (mean normalized value 4.46 and SD
0.12), whereas purified thymocytes evidenced significant but
substantially lower levels of mRNA from this gene (mean
normalized value 0.19 and SD 0.022). Using a similar
approach, we demonstrated that N-cadherin is also expressed
by the stromal cells of control thymuses (mean normalized
value 3.88 and SD 0.56). In isolated thymocytes mRNA of
N-cadherin was practically undetectable (mean normalized
value 0.03 and SD 0.03).
Since loss of epithelial E-cadherin expression and gain of
mesenchymal N-cadherin have been observed during the
development of many solid cancers, we further investigated
whether such changes could also be operating in primary thy-
mic lymphomas induced with g-irradiation. To this end, we
performed quantitative fluorescent-real-time RT–PCR experi-
ments using total RNA extracted from the thymuses of five
mice 24 h after treatment with a single high dose of radiation,
as well as from 14 thymic-lymphoma-bearing mice treated
weekly with four low doses of radiation, and thymuses of
three treated mice that did not develop thymic lymphoma.
A significant increase in the expression of both E- and
N-cadherin for thymuses of mice treated with single high
doses when compared with control thymuses was found
(E-cadherin: mean normalized value 35.17 SD 0.216;
N-cadherin: mean normalized value 32.47 and SD 0.38). In
the case of E-cadherin this increase can be attributed to both
stromal cells and thymocytes (Stroma: mean normalized value
64.56, SD 0.14; Thymocytes mean normalized value 6.51, SD
0.47). However, the expression of these genes remained
unaltered in tumour-free mice (E-cadherin mean normalized
value 0.96, SD 0.09; N-cadherin mean normalized value 0.95,
Fig. 1. Tissue sections from a control thymus (A–C) and a thymic lymphoma (D–E) stained with hematoxylin and eosin. Sections of control thymus show
clearly defined cortical (C) and medullar (M) regions, with the thymocytes mainly located within the cortex in the spaces created by the epithelial cells.
In thymic lymphoma no apparent differences can be detected between the cortex and the medulla, and thymocytes are randomly distributed. Scale bar:
200 mm (A and D) and 10 mm (B, C and E).
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SD 0.08). In relation to thymic lymphomas all these tumours
exhibited a considerable reduction in the levels of E-cadherin
expression in comparison with control thymuses (mean nor-
malized value 0.16 and SD 0.20), this reduction being pro-
duced by down-regulation of this gene in the stromal portion of
lymphomas (Stroma: mean normalized value 1.62, SD 0.18).
On the other hand, the levels of expression of N-cadherin
(Cdh2) were likewise considerably reduced in 13 of the 14
tumours (i.e. 92.85%) (mean normalized value 0.47; SD 0.32).
Table I shows specific data about mRNA expression of E- and
N-cadherin in each tumour. E-cadherin values varied between
0.025 and 0.695 (SD from 0.007 to 0.148) in relation to control
thymuses. The levels of N-cadherin expression ranged from
0.145 to 0.73 (SD from 0.007 to 0.078) in relation to the mean
value from control thymuses. All RT–PCR data represent an
average from two independent amplifications for each sample.
A one-way ANOVA and a Tukey comparison post-test evid-
ence that differences between control thymuses and thymic
lymphomas were clearly significant (P < 0.001).
In order to determine whether the mRNA profiles of thymic
lymphomas correlated well with protein expression western
blot analyses on the same panel of tumours were performed.
Using the expected molecular weights as well as the positive
controls from HaCaT cells and brain samples as a reference,
we deduced that all of the tumours have failed to express
significant amounts of proteins from both of these genes.
Whereas 2 out 14 tumours (14.28%) exhibited traces of E-
cadherin, this protein was completely absent in 12 out of
the 14 tumours (85.72%) (Table I and Figure 3A). Similar
results were obtained for N-cadherin protein expression
(Table I and Figure 3B). The expression of E-cadherin was
also studied using protein samples from stromal cells and
isolated thymocytes. Consistent with the transcriptional
data, the amount of protein detected in stromal cells of
three of the tumours was found to lie between those observed
in whole control thymuses and those of thymic lymphomas
(data not shown).
Hypermethylation in tumour samples
Previous works have demonstrated that E-cadherin is fre-
quently silenced by promoter hypermethylation in many
other cancer types (29). For such reasons we were interested
Fig. 2. Immunoflorescence staining of E-cadherin in sections of a control thymus (A and E) and a thymic lymphoma (B and F). C and D represent DAPI
counterstaining of A y B, respectively. In control thymus immunostaining is mainly visible in the cell membrane of stromal cells (E and F) at the medullar
region (M), though a number of cells in the cortex (C) also react positively to the antibody. Thymic lymphomas exhibit randomly dispersed aggregations of
tumoral positive cells (arrows). Scale bar: 100 mm (A–D) and 20 mm (E and F).
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in determining whether or not the down-regulation of E- and
N-cadherin could be attributed to epigenetic mechanisms. To
this end, MSP/sequentiation analyses were conducted on
genomic DNA from these tumours in order to screen for aber-
rant methylation at their promoter regions.
The methylation status of the Cdh1 promoter was determ-
ined by evaluating the methylation density of 27 CpG sites
spanning the 223 and +157 bp region of the Cdh1 sequence
(Figure 4 and Table I). Cdh1 promoter hypermethylation on
this critical region was recorded in 4 out of 14 (i.e. 28.57%) of
the analyzed tumours (Figure 4A). DNA sequencing of
bisulphite-treated DNA using external primers allowed us to
further corroborate these results (Figure 4B). Although Cdh1
promoter hypermethylation was always associated with a clear
reduction in the levels of gene expression (Table I), it did not
reach statistical significance (Student’s t-test P > 0.01),
suggesting the existence of additional mechanisms for Cdh1
inactivation in these tumours.
N-cadherin promoter hypermethylation was detected in 12
out of 14 (i.e. 85.71%) of the analyzed tumours (Figure 5A and
Table I). As in the previous case, a sequencing analysis using
external primers corroborated these results, with 19 methylated
CpG dinucleotides around the transcription start site
(Figure 5B). All of the 12 methylated tumours exhibited
reduced levels of mRNA transcription while one of the
two un-methylated tumours expressed detectable levels of
expression (in fact, similar to or even higher than those
of the control samples) (Table I). Interestingly, we found a
significant decrease in the level of expression of this gene
between methylated and unmethylated tumours (Student’s
t-test, P < 0.05).
In order to determine whether the observed methylation
changes are the consequence of tumorigenesis or just radi-
ation/aged, we analysed the methylation status of Cdh1 and
Cdh2 in tumour-free mice after aging or radiation treatments
(single high doses and four lower doses). Interestingly, we
Table I. Gene expression and methylation data of thymic lymphomas
Sample RT–PCR (LightCycler) WB MSP
Cdh1 Cdh2 Snai1 Cdh1 Cdh2 Cdh1 Cdh2
Normalized mean ratio ± SD Normalized mean ratio ± SD Normalized mean ratio ± SD
(C57BL/6Jx BALB/cJ) F1 1 1 1 + + U U
BLB 4 0.06 ± 0.0141 0.145 ± 0.0071 0.525 ± 0.0212   U M
BLB 6 0.045 ± 0.0071 0.705 ± 0.0354 0.48 ± 0.0141   M M
BLB 18 0.095 ± 0.0212 0.475 ± 0.0212 0.68 ± 0.0283   U U
BLB 31 0.695 ± 0.1485 0.73 ± 0.0424 1.875 ± 0.0778   U M
BLB 36 0.045 ± 0.0071 0.29 ± 0.0141 0.54 ± 0.0283   M M
BLB 44 0.05 ± 0.0141 0.3 ± 0.0141 0.78 ± 0.0283   U M
BLB 50 0.55 ± 0.1131 0.72 ± 0.0424 1.01 ± 0.0424   U M
BLB 60 0.025 ± 0.0071 0.22 ± 0.0141 0.61 ± 0.0283   M M
BLB 66 0.14 ± 0.0283 0.385 ± 0.0212 0.565 ± 0.0212   U M
BLB 67 0.165 ± 0.0354 0.475 ± 0.0212 0.545 ± 0.0212   U M
BLB 74 0.21 ± 0.0424 0.26 ± 0.0141 1.76 ± 0.0707   U M
BLB 85 0.07 ± 0.0141 1.385 ± 0.0778 1.76 ± 0.0707   U U
BLB 88 0.095 ± 0.0212 0.395 ± 0.0212 1.175 ± 0.0495   M M
BLB 95 0.06 ± 0.0141 0.19 ± 0.0141 0.975 ± 0.0354   U M
A summary of the results derived from transcriptional expression (RT–PCR), translational expression (WB) and the methylation status of promoter
regions (MSP) of cadherin genes, as well as RT–PCR analysis of Snai1. The WB values for both genes were designed as + (similar level of expression
than in the controls), () (reduced expression). An asterisk over a () sign denotes traces of expression. M, methylated; U, unmethylated.
A
B
Fig. 3. Western blot analysis of E-cadherin (A) and N-cadherin (B). B6 and Bal identified the C57BL/6J and BALB7cJ strains, respectively. F1,
control-hybrid mice. BLB4-95, thymic lymphomas induced in F1 hybrids. HaCaT and Brain, positive-control samples. Tumours BLB18 and
66 exhibit traces of E-cadherin protein and tumours BLB66 and 74 exhibit traces of N-cadherin protein.
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have not detected significant changes in the status of promoter
methylation in any case with respect to the control samples
(data not shown).
Transcriptional expression of Snai1
As 10 out of the 14 thymic lymphomas exhibited reduced
mRNA E-cadherin expression but did not display promoter
hypermethylation, we finally tested whether these tumours
exhibited an increased expression of Snai1, a gene capable
of inhibiting E-cadherin (39). Interestingly, three of
these tumours showed an over-expression of Snai1
(Table I), suggesting that this gene could be responsible
(at least in part) for the down-regulation of E-cadherin in
some of the thymic lymphomas.
Discussion
Classical cadherins have been involved in the maintenance
of haematopoietic stem cells, as well as in thymocyte differ-
entiation (18) and proliferation (19). In regard to oncogenesis,
the majority of the studies have focussed on the diminished
expression of E-cadherin from different carcinomas (29).
With the exception of pancreatic-ductal-epithelial cell lines
(30), the reduced level of E-cadherin mRNA observed in
several human cancers (including melanoma, prostate and
breast cancers) is often accompanied by the de novo expres-
sion of N-cadherin (31,32). In fact, N-cadherin is up-regulated
in the more invasive and less differentiated of the breast
cancer cell lines that lack E-cadherin expression (33,34).
These observations led to postulate for a ‘cadherin switch’
between E- and N-cadherin during the progression of
cancer, suggesting that the loss of epithelial E-cadherin is
followed by an up-regulation of the mesenchymal N-cadherin
that enhances the motility and invasive capacities of the
tumorous cells. Recent insights into haematological malignan-
cies have revealed a significant reduction or an absence of
E-cadherin expression in human acute myelogeneous
leukaemia and in chronic lymphocytic leukaemia (21) as
well as in Hodgkin and Red-Stenberg cells (22). In humans,
N-cadherin has also been detected in T-cell leukaemia
and lymphoma cells but not on normal leukocytes (23,24).
To this day, however, no one has reported anything on




Fig. 4. Methylation specific analysis at the promoter region of the E-cadherin gene. B6 and Bal identified the C57BL/6J and BALB7cJ strains, respectively.
F1, control-hybrid mice. BLB4-95, thymic lymphomas induced in F1 hybrids. (A) MSP of a representative CpG island at the promoter region. U,
unmethylated; M, methylated; IVD, in vitro methylated DNA from control thymus. (B) Determination of cytosine methylation at specific
CpG sites by DNA sequentiation of bisulfite-treated genomic DNA from control and tumours. Open and filled circles denote non-methylated
and methylated CpG sites, respectively.
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Using immunofluorescence and quantitative fluorescence-
real-time RT–PCR experimental approaches, we confirmed
that stromal cells of control thymuses express significant
amounts of E-cadherin mRNA and demonstrated for the
first time that the stromal cells likewise express N-cadherin
mRNA even though at more reduced levels. Isolated thymo-
cytes also expressed small amounts of E-cadherin mRNA
yet failing to produce detectable levels of mRNA from the
N-cadherin gene.
As expected, the analysis on a sample series of advanced
murine thymic lymphomas induced by g-rays evidenced a
significant reduction of both the E- and N-cadherin expression
in almost all of the tumours, suggesting that inhibition of both
genes may be critical in the progression towards the most
advanced stages of lymphomagenesis. These hypotheses
might be supported by the fact that in thymuses from
treated-lymphoma-free mice the levels of E-cadherin did
not differ significantly when compared with those detected
in control non-treated thymuses. However, it should be
stressed that thymuses from mice exposed to single high
doses of radiation and killed 24 h later experienced a consid-
erable over-expression of both genes. This early response
to radiation could be indicating that, contrary to the situation
recorded in the most advances stages, high levels of E- and N-
cadherin may be favouring the initial stages of tumorigenesis.
This is probably accomplished by enhancing thymocyte cell
proliferation through adhesive interactions between thymic
epithelial cells and thymocytes mediated by the E-cadherin-
CD103 integrin-ligand-pair (19).
With regard to thymic lymphomas down-regulation of both
genes appears to occur concomitantly with the progression
towards the most advances stages of lymphomagenesis.
A
B
Fig. 5. Methylation specific analysis at the promoter region of the N-cadherin gene. B6 and Bal identify the C57BL/6J and BALB7cJ strains, respectively.
F1, control-hybrid mice. BLB4-95, thymic lymphomas induced in F1 hybrids. (A) MSP of a representative CpG island at the promoter region. U,
unmethylated; M, methylated. (B) Determination of cytosine methylation at specific CpG sites by DNA sequentiation of bisulfite-treated genomic DNA
from control and tumours. Open and filled circles denote non-methylated and methylated CpG sites, respectively.
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In contrast to peripheral lymphomas, these results suggest that
in primary thymic lymphomas N-cadherin is not counteracting
the effects produced by E-cadherin. Whereas the up-regulation
of N-cadherin might prove useful to promote invasivity and
metastasis in peripheral lymphomas, a completely different
scenario seems to be operative in thymic lymphomas where
E- and N-cadherin apparently work in the same direction.
Reduced levels of N-cadherin expression are in agreement
with the loss of heterozygosity we have already detected in
other sample series of this kind of tumours involving the
chromosomal region where this gene is located (34). Since
both E- and N-cadherin are essentially expressed by stromal
cells, the detection of significant differences between their
levels of expression in stromal cells of control thymuses
versus thymic lymphomas leads us to postulate that the decline
in the levels of expression of both genes in whole lymphomas
could be tentatively attributed to their down-regulation in
stromal cells.
To gain further understanding of the mechanisms involved in
the down-regulation of cadherins, the levels of methylation of
their promoter CpG islands by means of a MSP/sequencing
analysis were studied. The importance of gene silencing in g-
radiation-induced thymic-lymphomas by promoter hyper-
methylation is highlighted in previous reports that call upon
epigenetic events in the inactivation of other genes (p15/
Ink4b and p16/Ink4a) (2,3,5). Hypermethylation of the E-cad-
herin promoter region has been reported in several kinds of
human tumours including breast, gastric, and thyroid carcino-
mas, oral squamous cell carcinoma, hepatocellular, prostate and
nasopharyngeal carcinomas, as well as in cervical cancer cell
lines and primary cervical cancers, suggesting that promoter
hypermethylation is one of the main mechanisms involved in
E-cadherin silencing during tumour progression (29,36). How-
ever, inactivation of N-cadherin through epigenetic mechan-
isms had been only described in human pancreatic cells (30).
Our results link the N-cadherin gene as a common target for
transcriptional inactivation by promoter hypermethylation,
whereas only a minor fraction of these tumours (4/14)
seems to inactivate E-cadherin by this same procedure. For
this reason, alternative mechanisms such as mutations or epi-
genetic alterations favoured by the over-expression of specific
transcriptional repressors or loss of trans-activating proteins
without apparently increasing CpG promoter methylation
should also be involved in E-cadherin inactivation (14,37–
39). For this reason, we have also studied the pattern of tran-
scriptional expression of Snai1, one of the transcriptional
repressors that may inactivate E-cadherin through the recruit-
ment of a histone–deacetilase complex to the unmethylated
Cdh1 promoter (40). Though some apparently contradictory
results have been described, Snai1 appears to be a candidate
repressor of E-cadherin in several solid tumours such as breast
and gastric carcinomas as well as in hepatocarcinomas (41).
Interestingly, it was found that a fraction of the thymic
lymphomas exhibiting a reduction in the levels of E-cadherin
mRNA not accompanied by promoter hyper-methylation did
show an over-expression of Snai1. Such over-expression of
Snai1 in these tumours might therefore be involved in the
inactivation of E-cadherin in these tumours through
promoter-histone-deacetilation without promoter DNA-hyper-
methylation.
Interestingly, we have not observed significant changes
in the pattern of methylation at the promoters of E- and
N-cadherin genes in tumour-free mice after aging or radiation
treatments, suggesting that the observed methylation and
expression changes detected in tumours appears to be the con-
sequence of tumorigenesis.
These results do not preclude the existence of a possible co-
operation of different repressors in E-cadherin regulation. In
addition, there remain seven lymphomas for which the inhibi-
tion of E-cadherin remains to be explained. Although, we tried
to analyze the expression of other transcriptional inhibitors
such as Slug (Snai2), E47 and E12 (Tcfe2a) through RT–
PCR we have been unable to detect their expression in neither
control nor tumorous samples (data not shown). More recently
some cis-regulatory elements have been described in the intron
2 of E-cadherin that seems to be essential for gene expression
during mouse embryonic development (42).
Taken together these results suggest that g-radiation-
induced thymic lymphomas might result not only from gene
alterations occurring in the thymocytes but also from epigen-
etic alterations involving other genes expressed in stromal
cells, thus highlighting the importance of thymus-
microenvironment disturbance in the development of these
kind of tumours (i.e. the tumour-associated alterations are
not in the tumour cells per se, but in the stromal cells).
Although there is precedent for this (43), to the best of our
knowledge this has been not reported in lymphomas. We pro-
pose that an early over-expression of both E- and N-cadherin in
response to single high doses of radiation may be favouring the
initial stages of limphomagenesis probably by enhancing
thymocyte proliferation. However, the histopathological dis-
organization that occurs in the structure of the frank lympho-
mas in the most advanced stages of tumorigenesis could, at
least in part, be attributed to the epigenetic down-regulation of
both E- and N-cadherin. In this regard, we have recently
demonstrated that new drugs with DNA demethylating activ-
ity, such as zebularine, are able to restore E-cadherin expres-
sion and at the same time are effective against the development
of the described mouse T-lymphomas (44).
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